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Monoamin oksidaza (MAO) je flavoencim, ki katalizira oksidativno deaminacijo 
monoaminov. Poznamo dve izoobliki encima in sicer MAO-A in MAO-B, ki se v različnih 
razmerjih nahajata v večini telesnih tkiv in se ločita predvsem po obliki aktivnega mesta ter 
posledično po substratih, ki jih razgrajujeta. Glavni funkciji MAO sta razgradnja eksogenih 
monoaminov in inaktivacija monoaminskih nevrotransmiterjev. Zaviralci MAO-A se 
uporabljajo v terapiji depresije in anksioznih motenj, zaviralci MAO-B pa predvsem kot 
samostojna ali pogosteje podporna terapija Parkinsonove bolezni. Večina raziskav v 
zadnjih letih se osredotoča predvsem na nevroprotektivne lastnosti, ki jih posedujejo 
zaviralci MAO. 
V sklopu eksperimentalnega dela smo načrtovali in sintetizirali strukturne analoge z 1-(3-
(benziloksi)benzil)piperazinskim skeletom. Izhajali smo iz predhodno testiranega, 
komercialno dostopnega 1-benzhidril-4-(3-(benziloksi)benzil)piperazina, ki je z IC50 
vrednostjo 34,8 µM zaviral humano (h)MAO-B. Pri vseh analogih smo obdržali 
benziloksibenzilni fragment, spremembe v strukturi pa smo vnašali s pripenjanjem 
različnih substituentov na dušik piperazina ali z bioizosterno menjavo samega 
piperazinskega obroča. Sintezo analogov smo večinoma izvedli preko reakcij N-alkiliranja 
ali z uporabo reakcije reduktivnega aminiranja.  
Uspešno smo resintetizirali spojino vodnico in še 16 analogov le-te ter jim nato z 
biokemijskim testiranjem na rekombinantnih encimih hMAO-A in hMAO-B določili 
rezidualno aktivnost RA (v %) pri 100 µM koncentraciji zaviralca, oziroma srednjo 
zaviralno koncentracijo – vrednost IC50. Čeprav nobena od končnih spojin ni dosegla 
delovanja v nanomolarnem območju, smo lahko z rezultati zadovoljni, saj je 11 končnih 
spojin zaviralo hMAO-B z IC50 vrednostmi med 19 in 71 µM. Z izjemo spojine 10 so vse 
končne spojine močneje zavirale hMAO-B, spojina 10 pa je zavirala samo hMAO-A. 
Zanimiva ugotovitev eksperimentalnega dela je bila, da je spojina zadetek po resintezi 
popolnoma neaktivna in ni izkazovala nobene zaviralne aktivnosti na hMAO. Z uporabo 
relativno preproste in kratke sintezni poti smo pripravili selektivne zaviralce hMAO-B, ki 
lahko služijo kot izhodišče za razvoj strukturno novih zaviralcev hMAO-B. 
Ključne besede: monoamin oksidaza, selektivni zaviralci, Parkinsonova bolezen, lažno 
pozitivni rezultati  





Monoamine oxidase (MAO) is a flavoenzyme that catalyzes the oxidative deamination of 
monoamines. There are two known isoforms of the enzyme, namely MAO-A and MAO-B. 
Both are present in most tissues albeit in different proportions. The two are mainly 
distinguished by the shape of their active sites and consequently by substrate specificity. 
Their main function is inactivation of monoamine neurotransmitters, but they also play a 
crucial role in the breakdown of dietary monoamines. Selective inhibitors of MAO-A are 
primarily used in the treatment of depression and anxiety disorders, whereas MAO-B 
inhibitors have a therapeutic role in the treatment of Parkinson’s disease, either as 
monotherapy or as an add-on treatment. Recently, scientific studies of MAO inhibitors 
have been primarily focused on their inherent neuroprotective properties. 
In the experimental part of this Master’s thesis we designed and synthesized 1-(3-
benzyloxy)benzyl)piperazine structural analogues based on a commercially acquired 1-
benzhydryl-4-(3-(benzyloxy)benzyl)piperazine, which inhibited human (h)MAO-B in a 
previously performed test with an IC50 value of 34,8 µM. We kept the (benzyloxy)benzyl 
fragment untouched in all of the analogues and inserted changes to the structures by 
attaching different substituents to the nitrogen of the piperazine ring, or alternatively, by 
virtue of a bioisosteric replacement of the piperazine ring. Most of the analogue compound 
synthesis was carried using N-alkylation or reductive amination reactions. We managed to 
successfully resynthesize our hit compound and further 16 more analogues, all of which 
were biochemically assayed on recombinant hMAO-A and hMAO-B enzymes and 
assigned an IC50 value or the residual activity of the enzyme RA (%). None of the 
synthesized compounds managed to obtain an IC50 activity in the desired nanomolar 
concentrations, yet we can still be pleased with the results, since 11 of them inhibited 
hMAO-B with IC50 values between ranging from 19 to 71 µM. With the lone exception of 
compound 10, all of the derivatives where more potent inhibitors of MAO-B. Interestingly, 
after resynthesis, the hit proved to be completely inactive. With the use of relatively simple 
and short synthesis protocols, we managed to prepare selective hMAO-B inhibitors, which 
can serve as a basis for the further optimization of hMAO-B inhibitors.  
Keywords: monoamine oxidase, selective inhibitors, Parkinson’s disease, false positive 
results   





5-HT 5-Hidroksitriptamin, serotonin 
A Adrenalin 
AB Alzheimerjeva bolezen 
ATR Tehnika oslabljene popolne odbojnosti 
boc Terc-butil karbamat 
D Dopamin 
d Dublet 
DAO Diamin oksidaza 
dd Dublet dubleta 
ddd Dublet dubleta dubleta 
dt Dublet tripleta 
DMF Dimetilformamid 
DMSO Dimetilsulfoksid 
δ Kemijski premik 
ekv. Množinski ekvivalent 
EMA Evropska agencija za zdravila 
ESI Ionizacija z razprševanjem 
FAD Flavin adenin dinukleotid 
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HEB Hemato-encefalna bariera 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti 
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IR Infrardeča absorpcijska spektrofotometrija 
J Sklopitvena konstanta 
m Multiplet 
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MAO-B Monoamin oksidaza tipa B 
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MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin 
MPP+ 1-metil-4-fenilpiridin 
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NMR Jedrska magnetnoresonančna spektroskopija 
PB Parkinsonova bolezen 
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1.1 MONOAMIN OKSIDAZA 
Monoamin oksidaza (MAO; EC1.4.3.4.) je metabolni encim, ki je pritrjen na citosolno 
stran zunanje membrane mitohondrijev in je prisoten v večini telesnih tkiv. Spada med 
oksireduktazne encime, saj katalizira α-C oksidacijo različnih primarnih, sekundarnih in 
terciarnih monoaminov in tako omogoča njihovo oksidativno deaminacijo. Ključno vlogo 
pri oksidaciji aminov odigra kofaktor flavin adenin dinukleotid (FAD), ki je kovalentno 
vezan na encim, zaradi česar monoamin oksidazo uvrščamo med flavoencime (1, 2). 
Amini se po vezavi v aktivno mesto encima oksidirajo do ustreznega iminskega 
intermediata, pri čemer FAD sprejme protona iz amina in tako preide v reducirano obliko 
FADH2 (Slika 1). Nastali intermediat nato v neencimski reakciji ob prisotnosti vode 
hidrolizira do aldehida in amonijaka. Sočasno se reducirani FADH2 s pomočjo kisika 
oksidira v prvotno obliko, pri čemer nastane H2O2. Pri sekundarnih in (redkeje) terciarnih 
aminih nastanejo namesto amonijaka ustrezni primarni oz. sekundarni amini. Tako H2O2 
kot pri metabolizmu monoaminov nastali aldehidi imajo sicer tudi določene fiziološke 
funkcije, vendar pa sta sploh v večjih količinah oba produkta škodljiva in zahtevata 
takojšno razgradnjo. Aldehidi se do netoksičnih produktov metabolizirajo z aldehid-
dehidrogenazo ali z aldehid-reduktazo, H2O2 pa v normalnih pogojih inaktivitarjo 
glutation-peroksidaze in katalaze, s čimer se prepreči nastanek radikalov – reaktivnih 
kisikovih zvrsti (ROS). Pri povečani aktivnosti MAO se preko povečane tvorbe H2O2 in 
posledičnega nastajanja ROS-ov zato bistveno poveča oksidativni stres (3). 
 
SLIKA (1): Shematski prikaz katalitičnega cikla MAO 




Encim, ki katalizira oksidativno deaminacijo tiramina, je kot prva leta 1928 opisala Mary 
Hare-Bernheim in encim poimenovala »tiramin oksidaza«. Kasneje je bilo ugotovljeno, da 
je encim sposoben metaboliziranja številnih različnih primarnih, sekundarnih in terciarnih 
aminov, ter da ni vpleten v metabolizem diaminov (npr. histamin). Zeller in sodelavci so 
nato encim poimenovali monoamin oksidaza – MAO, da bi ga tako razlikovali od diamin 
oksidaze – DAO (histaminaza; EC 1.4.3.22) (4, 5). 
Danes ločimo dve izoobliki encima, MAO-A in MAO-B. Kljub 70 % podobnosti v 
aminokislinskem zaporedju, zelo podobni molekulski masi, strukturi in funkciji, sta encima 
produkta dveh različnih genov na X kromosomu. Majhne spremembe aminokislin v 
območju aktivnega mesta se odražajo v znatno spremenjeni obliki vezavnega mesta in 
posledično v relativno veliki substratni specifičnosti (3, 6). 
Glavna funkcija MAO je metabolizem monoaminskih živčnih prenašalcev in s tem 
prekinitev njihovega delovanja. Najpomembnejši predstavniki te skupine živčnih 
prenašalcev so kateholamini (adrenalin - A, noradrenalin - NA, dopamin - D) in serotonin - 
5-HT, slednji je specifičen substrat za MAO-A, ter histamin, ki pa se ne presnavlja z 
MAO.  
Monoamin oksidaza ima pomembno zaščitno funkcijo tako v možganih kot na periferiji. V 
kapilarah krvno-možganske pregrade predvsem MAO-B ščiti možgane pred vdorom 
eksogenih monoaminov iz krvnega obtoka. Tudi lokacija izoencimov na nevronih živčnih 
prenašalcev, ki jih primarno presnavlja drug izoencim, nakazuje na njuno pomembno 
zaščitno vlogo. Na tak način namreč onemogočata eksogenim monoaminom dostop do 
sinaps, kjer bi lahko delovali kot t.i. lažni prenašalci. Tako se MAO-B nahaja predvsem na 
serotoninergičnih nevronih, kljub temu da je za presnavljanje serotonina zadolžena MAO-
A, ki jo analogno najdemo na dopaminergičnih nevronih, čeprav se sicer substratno 
nespecifični dopamin v možganih prvenstveno presnavlja z MAO-B. Na periferiji MAO 
bodisi razgrajuje monoamine v krvi ali jim že v jetrih, črevesju, pljučih in drugih perifernih 
tkivih prepreči vstop v sistemski krvni obtok (7). 
  





Zgradbo encima MAO lahko v grobem delimo na tri domene (Slika 2). Transmembranska 
domena na C-terminalnem koncu ima obliko α-vijačnice in služi pričvrstitvi encima na 
mitohondrijsko membrano. Zunajmembranski del encima je obrnjen proti citoplazmi in ga 
sestavljata domena za vezavo prostetične skupine flavin-adenin dinukleotid (FAD) ter 
domena namenjena vezavi substrata. Oba izoencima sta pritrjena na zunanjo 
mitohondrijsko membrano v obliki dimera (8). 
Za razumevanje substratne specifičnosti obeh izoencimov in uspešno načrtovanje 
selektivnih zaviralcev je pomembno natančno poznavanje strukture in lokacije obeh 
vezavnih mest. Pri obeh izoformah je aktivno mesto z aromatskimi in alifatskimi 
aminokislinami obdana hidrofobna votlina, ki se proksimalno od vhoda vanjo konča s 
prostetično skupino FAD. Prav N-5 mesto flavina v kofaktorju FAD je ključnega pomena, 
saj s tem dušikom substrati tvorijo nestabilen kompleks, ki nato razpade do produktov. V 
primeru ireverzibilnih zaviralcev propargilaminskega tipa se na tem mestu tvori kovalentna 
vez (9). 
 
SLIKA (2): Strukturi monomernih enot humanih (h)MAO-A in (h)MAO-B. Modro obarvana je 
domena namenjena vezavi prostetične skupine, domena za vezavo substrata je rdeča, zeleno 
obarvana pa je domena za pričvrstitev encima na mitohondrijsko membrano. Kofaktor FAD (s 
kovalentno vezanim zaviralcem) je označen z rumeno. [Prirejeno po (8)] 
Majhne spremembe v aminokislinskem zaporedju obeh aktivnih mest so vzrok 
signifikantnim razlikam v njunih strukturnih konfiguracijah in posledični substratni 
specifičnosti. Najočitnejša razlika je prisotnost dveh votlin pri humani (h)MAO-B: manjše 




vhodne votline velikosti ~290 Å3 in notranje votline z aktivnim mestom v velikosti ~400 
Å3 (Slika 3). Nekateri aminokislinski ostanki, ki ji najdemo izključno pri hMAO-B (npr. 
Ile199 in Tyr326) predstavljajo večjo prostorsko oviro in tako delujejo kot pregrada med 
votlinama. Najpomembnejši med njimi je Ile199, ki deluje kot nekakšno stikalo med 
obema votlinama. Manjša vhodna votlina omogoča dostop zgolj manjšim hidrofobnim 
molekulam. Substrati, ki uspešno vstopijo v vhodno votlino, povzročijo zasuk Ile199, ta 
sprememba konformacije pa vodi do združitve obeh votlin v večjo ~700 Å3 veliko votlino, 
kar omogoči substratu dostop do aktivnega mesta. Večji endogeni nevrotransmiterji se 
preferenčno presnavljajo z hMAO-A, saj enojna kompaktna 550 Å3 velika votlina omogoča 
vstop večjih hidroksiliranih aminov kot sta npr. 5-HT in NA. 2-fenetilamin in benzilamin 
ter predvsem manjše eksogene amine preferenčno presnavlja hMAO-B. Dopamin in 
tiramin sta dva primera nespecifičnih substratov, pri čimer je potrebno poudariti, da se 
substratna specifičnost izgubi pri višjih koncentracijah substratov (ali zaviralcev) (10–12). 
 
SLIKA (3): Zaviralec v aktivnem mestu hMAO-B. Ile199 (siva) je v »odprtem« položaju, ki 
omogoča združitev vhodne in notranje votline. Primerjalno je z rdečo prikazana Ile199 v 
»zaprtem« položaju, ki bi onemogočil vstop neustreznega substrata v notranjo votlino. [Prirejeno 
po (12)] 
  




1.3 ZAVIRALCI MAO 
1.3.1 Neselektivni zaviralci MAO 
Začetki uporabe zaviralcev MAO segajo v petdeseta leta prejšnjega stoletja, ko so po 
naključju pri pacientih, ki so se zdravili za tuberkulozo z izoniazidom, opazili 
nepričakovano izboljšanje razpoloženja (13). Hkrati je bilo v tistem obdobju ugotovljeno, 
da je njegov strukturni derivat iproniazid močan zaviralec MAO (Slika 4). Iproniazid, ki je 
sicer bil razvit kot učinkovina za zdravljenje tuberkuloze, je nato postal prvi klinično 
uporabljen antidepresiv, zaviralci MAO pa se bodo v zgodovino zapisali kot prva skupina 
učinkovin v klinični terapiji depresivnih motenj (14). Sledil je razvoj številnih novih 
hidrazinskih zaviralcev MAO na osnovi iproniazida. Težave teh zaviralcev so bili s samo 
hidrazinsko strukturo povezani hudi neželeni učinki. Zaradi hepatotoksičnosti so jih kmalu 
umaknili s trga, kjer so jih nadomestili nehidrazinski zaviralci, kot je tranilcipromin (Slika 
4). Tudi te učinkovine so kmalu (vsaj začasno) umaknili z trga, a iz povsem drugačnih 
razlogov. Kopičila so se namreč poročila o povišani incidenci hipertenzivnih kriz pri 
uporabi tranilcipromina. Pojav neželenih učinkov so povezali s sočasnim uživanjem 
zorjenih sirov in hipertenzivno krizo označili kot »reakcija sira« (angl. cheese effect) (15). 
 
SLIKA (4): Strukture prvih najpomembnejših neselektivnih zaviralcev MAO z obkroženimi 
hidrazinskimi skupinami. 
Vsi zaviralci dotlej so bili neselektivni in ireverzibilni, zato so zavirali tudi MAO v 
črevesju in jetrih, kjer so ti encimi odgovorni za presnovo tiramina in ostalih 
simpatikomimetičnih aminov iz hrane. Zaradi zaviranja encima ostanejo ti amini 
nerazgrajeni in lahko nespremenjeni dosežejo sistemski krvni obtok. Preko delovanja na 
presinaptične adrenergične receptorje povzročijo porast sproščanja noradrenalina, kar 
lahko privede do nenadnega povečanja sistoličnega tlaka in posledične hipertenzivne krize. 
Večje količine tiramina najdemo predvsem v prekajeni in fermentirani hrani kot npr. pivu, 
klobasah, sojini omaki in najbolj prominentno zorjenih sirih od koder tudi ime te 
potencialno usodne reakcije, ki se kaže z glavobolom, bolečinami, potenjem, palpitacijami, 
tahikardijo, bradikardijo, okorelostjo vratu, slabostjo in bruhanjem (3, 16). 
  




1.3.2 Selektivni ireverzibilni zaviralci MAO-A 
Konec šestdesetih let so potrdili hipoteze o obstoju dveh izooblik MAO z različno 
specifičnostjo za substrate in zaviralce. Sledile so ugotovitve o različni distribuciji izoform 
v možganih, s študijami pa so uspeli dokazati, da je za antidepresivne učinke odgovorna 
predvsem MAO-A. Tako se je pričel razvoj selektivnih ireverzibilnih zaviralcev MAO-A. 
Primer enega prvih selektivnih zaviralcev je klorgilin, ki pa je kljub boljšemu varnostnemu 
profilu še zmeraj povzročal hipertenzivno krizo. Kmalu je postalo jasno, da bodo 
neselektivni zaviralci MAO, kot tudi selektivni zaviralci MAO-A vselej povezani z 
reakcijo sira. Zato so raziskovalci v tem obdobju razvoja antidepresivov svojo pozornost 
preusmerili na skupine učinkovin z drugimi tarčami, predvsem triciklične antidepresive – 
TCA in kasneje še selektivne zaviralce privzema serotonina – SSRI (5). Dodatna težava 
zaviralcev MAO je, da se ob sočasni uporabi le-teh in antidepresivov, ki zavirajo ponoven 
privzem serotonina (npr. SSRI, TCA), lahko znatno povišajo intra-sinaptične koncentracije 
5-HT, kar lahko vodi do nastanka serotoninske toksičnosti. Ta iatrogeno povzročeni, 
življenjsko ogrožajoči sindrom prepoznamo po hitrem nastopu klinične triade znakov: 
nevromuskularnih spremembah (hiperrefleksija, rigidnost, tremor, mioklonus), 
hiperaktivnosti avtonomnega živčevja (tahikardija, znojenje, diareja) in spremembah 
mentalnega statusa (agitacija, zmedenost, delirij) (17, 18). 
Razvoj zaviralcev MAO, kateri so takrat v očeh zdravnikov dobili negativno konotacijo, ki 
jo v veliki meri imajo še danes, je v tem obdobju zastal. Kljub temu so nekateri 
raziskovalci nadaljevali z razvojem zaviralcev MAO, ki bi bili zmožni prehajati krvno-
možgansko pregrado (HEB, hemato-encefalna bariera) in bi imeli antidepresivne učinke 
brez potencialne indukcije hipertenzivne krize (5, 15). 
1.3.3 Selektivni ireverzibilni zaviralci MAO-B 
Po težavah s hipertenzivno krizo, ki so jih povzročali tako neselektivni zaviralci kot tudi 
selektivni ireverzibilni zaviralci MAO-A, se je velik del razvoja novih učinkovin usmeril k 
selektivnemu zaviranju MAO-B. Najpomembnejši ireverzibilni zaviralci MAO-B, ki so v 
uporabi še danes, sodijo v skupino propargilaminov. Mednje spada tudi selegilin (Slika 5), 
ki je bil razvit kot antidepresiv, kateri ne bi povzročal tiraminske krize. V terapevtskih 
koncentracijah se je izkazal kot neučinkovit antidepresiv, saj deluje zgolj v zelo visokih 
odmerkih, ko izgubi selektivnost in zavira obe izoformi. Kljub temu je bil pomemben za 
nadaljnje raziskave o vlogi MAO-B v telesu. Če je imelo zaviranje MAO-A za posledico 




antidepresiven učinek na račun povišanja koncentracij NA in 5-HT, pa je selektivno 
zaviranje MAO-B povečalo raven dopamina v področju bazalnih ganglijev, kar je odpiralo 
možnosti njegove uporabe pri zdravljenju Parkinsonove bolezni (PB), kjer primanjkuje 
dopamina v dopaminergičnih nevronih substance nigre compacte (SNc). Za to področje je 
bilo prelomno odkritje, da bioaktivacija nečistote sintetičnega heroina MPTP do MPP+, 
poteka preko MAO-B in povzroča simptome podobne tistim, ki jih najdemo pri PB. 
Dokazano je bilo tudi, da lahko to reakcijo bioaktivacije ustavimo z uporabo paragilina, 
selektivnega propargilaminskega zaviralca MAO-B. To odkritje je zagnalo iskanje 
morebitne endogene substance podobne MPTP, ki bi lahko bila odgovorna za nastanek 
simptomov PB, hkrati pa pospešilo razvoj novih selektivnih zaviralcev MAO-B kot 
potencialnih antiparkinsonikov (5, 13). 
Selegilin je tako našel mesto v terapevtski uporabi pri zdravljenju PB. Uporabljal se je kot 
monoterapija v zgodnjem stadiju bolezni ter predvsem v napredovali fazi kot podpora L-
DOPI, ki še danes velja kot najučinkovitejše zdravilo pri simptomatskem zdravljenju PB. 
Selegilin lahko zmanjša potrebne odmerke L-DOPE in s tem zmanjša silovitost motoričnih 
nihanj in drugih neželenih učinkov, ki jih povzroči jemanje večjih odmerkov L-DOPE. 
Glavna slabost selegilina in razlog, da se danes bistveno manj uporablja je 
simpatikomimetična aktivnost njegovih metabolitov. Zaradi njegove amfetaminske 
strukture se presnavlja do metamfetamina in amfetamina, ki zavirata ponoven privzem NA 
in dopamina. Čeprav pri njegovi presnovi nastajajo predvsem R-enantiomeri amfetaminov, 
kateri so bistveno manj učinkoviti od S-stereoizomerov, vseeno prihaja do neželenih 
psihiatričnih in srčno-žilnih učinkov (5, 8). 
Neželenim amfetaminskim učinkom se lahko izognemo z uporabo razagilina (Slika 5), 
novejšega zaviralca MAO-B, ki zaradi svoje aminoindanske strukture ne povzroča 
simpatikomimetičnih neželenih učinkov. Je več kot 10-krat bolj učinkovit kot selegilin in 
ima večjo selektivnost za MAO-B, kar zmanjša potrebne odmerke. Razagilin je danes 
najbolj uporabljen predstavnik zaviralcev MAO-B v terapiji PB (8, 19). 
 





SLIKA (5): Najpomembnejša predstavnika selektivnih zaviralcev MAO-B. Na sliki sta obkroženi 
značilni propargilni skupini. 
 
1.3.4. Selektivni reverzibilni zaviralci MAO-A (RIMA) 
Naslednji korak v razvoju zaviralcev MAO so predstavljali selektivni reverzibilni zaviralci 
MAO-A (RIMA – »Reversible inhibitors of monamone oxidase A«). Do sedaj opisani 
ireverzibilni zaviralci delujejo tako, da se kovalentno vežejo na FAD. Takšna trajna vezava 
pomeni, da je za obnovitev encimske aktivnosti potrebna sinteza novega encima. Za 
klinično učinkovito delovanje je potrebna visoka stopnja inhibicije MAO (vsaj 80 %). Z 
vsakodnevno aplikacijo odmerkov, ki inhibirajo zgolj del encimske aktivnosti, sčasoma 
dosežemo plato, katerega nato skozi daljše časovno obdobje vzdržujemo z relativno 
nizkimi odmerki. Ker se zaviralci MAO uporabljajo predvsem v dolgotrajnih kroničnih 
terapijah je ireverzibilnost smiselna, saj izboljšuje komplianco in zmanjša občutljivost 
zdravila za morebitne farmakokinetične interakcije. Težava ireverzibilnih zaviralcev je 
možnost dolgotrajnih neželenih učinkov, kar je še posebej neugodno ob pojavu interakcij z 
drugimi zdravili (8, 20). 
RIMA imajo v tem pogledu bistveno boljši varnostni profil z krajšim trajanjem neželenih 
učinkov. Njihova glavna prednost je odsotnost efekta sira, saj se z uporabo reverzibilnih 
zaviralcev MAO namreč lahko izognemo tiraminski krizi. Prehranskim aminom 
omogočimo, da z RIMA tekmujejo za vezavno mesto na encimu, od koder jih lahko 
izpodrinejo. Za učinkovitost takšnih zaviralcev morajo seveda ti hkrati imeti tudi dovoljšno 
afiniteto za encim, da jih v normalnih razmerah ne izpodrinejo endogeni substrati (NA, 5-
HT). Najpomembnejši predstavnik te skupine učinkovin (toloksaton, brofaromin, 
befloksaton) je moklobemid, kratkodelujoči RIMA, ki je registriran tudi v Sloveniji in se 
uporablja v terapiji depresivnih motenj ter socialnih fobij (21, 22). 
 




1.3.5 Selektivni reverzibilni zaviralci MAO-B 
Safinamid je do danes edini s strani EMA in FDA odobren selektiven reverzibilen 
zaviralec MAO-B. Zaradi svoje linearne strukture se lahko prilega v obe votlini MAO-B, 
kar mu omogoča visoko afiniteto do encima, kot tudi visoko stopnjo selektivnosti za to 
izoformo. Konstanta inhibicije safinamida za MAO-B znaša 0,5 µM in je približno 700-
krat nižja kot za MAO-A (8, 23). Takšna selektivnost je tudi razlaga, zakaj pri uporabi 
safinamida praktično ne zasledimo pojava »efekta sira« (24). Zaradi njegove popolne 
reverzibilnosti se lažje izognemo tudi potencialnim nevarnim interakcijam ob sočasni 
uporabi drugih zdravil, prav tako pa so olajšane morebitne spremembe v terapiji, ki so sicer 
zahtevale daljši premor (angl. washout period) pred uvedbo novega zdravila. Nadaljnja 
prednost safinamida je daljši razpolovni čas (22 h), kar omogoča aplikacijo enkrat dnevno. 
Poleg neposrednih dopaminergičnih učinkov zaradi zaviranja MAO-B, deluje safinamid 
tudi preko blokiranja napetostno odvisnih Na-kanalčkov. Preko tega mehanizma zmanjša 
ponoven privzem dopamina, z modulacijo Ca-kanalčkov pa zavira glutaminergični prenos, 
kar je osnova njegovih nevroprotektivnih lastnosti (25). 
1.4 TERAPEVTSKA UPORABA ZAVIRALCEV MAO 
Danes so zaviralci MAO registrirani za terapijo depresivnih motenj, PB in različnih 
anksioznih motenj. Zaradi njihove vloge pri uravnavanju ravni večih monoaminskih 
nevrotransmitorjev (MNT), imajo potencialno terapevtsko uporabnost pri številnih 
duševnih in nevrodegenerativnih boleznih povezanih s spremenjeno regulacijo MNT. Ker 
je zaviranje MAO vselej povezano z zmanjšanjem oksidativnega stresa, se številne 
raziskave fokusirajo na nevroprotektivne učinke zaviralcev MAO. 
1.4.1 Parkinsonova bolezen 
Parkinsonova bolezen je počasi napredujoča kronična nevrodegenerativna bolezen, pri 
kateri zaradi relativno selektivnega propadanja dopaminskih nigro-striatnih nevronov 
prihaja do pomanjkanja dopamina v stratiumu. Simptomi, ki se zaradi prilagoditvenih 
sprememb pojavijo šele pri zelo hudem pomanjkanju dopamina, se najprej kažejo z okvaro 
motoričnega sistema in zajemajo akinezijo, bradikinezijo, mišično rigidnost, motnje telesne 
drže ter za parkinsonizem značilen tremor v mirovanju. Parkinsonovo bolezen pogosto 
spremljajo tudi senzorične motnje (npr. izguba voha), fantomska bolečina, motnje spanja, 
ortostatska hipotenzija, inkontinenca ter demenca in depresija. Te ne-motorične težave so 
pogosto vzrok motenj v drugih sistemih živčnih prenašalcev, ki se sčasoma okvarijo.  




Osnova terapije PB, s katero blažimo njene simptome, je še zmeraj nadomeščanje 
dopamina. Ker sam dopamin ne prehaja HEB, pri zdravljenju uporabljamo njegov 
prekurzor L-DOPA, ki še zmeraj velja za najučinkovitejše zdravilo v terapiji PB. L-DOPA 
je sposobna prehajanja v možgane, kjer se z encimom DOPA-dekarboksilaza pretvori v 
dopamin. Nastali dopamin deluje neposredno na dopaminske receptorje, hkrati pa se 
uskladišči v živčnih celicah SNc (26, 27).  
Na začetku zdravljenja z L-DOPO pogosto vidimo praktično popolno izboljšanje 
simptomov, ki lahko traja nekaj let. Z napredovanjem bolezni pridejo v ospredje neželeni 
učinki L-DOPE, ki jih po petih letih terapije opazimo pri več kot polovici bolnikov. Ker 
ima L-DOPA kratek razpolovni čas in jo je treba jemati večkrat na dan, propadli 
dopaminergični nevroni pa niso več sposobni skladiščenja in enakomernega sproščanja 
dopamina, prihaja do velikih nihanj koncentracij dopamina v možganih. V fazi dobre 
gibljivosti, ko je dopamina dovolj, govorimo o fazi »vklopa«, kadar učinek L-DOPE 
popusti pa o fazi »izklopa«. Zaradi pulznega učinkovanja dopamina pride z leti do 
hipersenzitivnosti bazalnih ganglijev na dopamin, kar povzroči pojav motoričnih motenj 
(diskinezije), ki se izrazijo kot nehoteni, nekontrolirani in prekomerni gibi (26, 27). 
V terapiji PB se uporabljajo tudi selektivni zaviralci MAO-B. Razagilin se danes 
predpisuje predvsem kot monoterapija ali kot podporna terapija v kombinacijiz L-DOPO. 
Pri starejših bolnikih se zdravljenje po navadi začne z L-DOPO, zaviralec MAO-B pa se 
doda k terapiji v napredovali fazi bolezni ob pojavu motoričnih fluktuacij, ko s 
preprečevanjem razgradnje dopamina podaljšujemo njegov učinek in zmanjšamo potrebne 
odmerke L-DOPE. Predvsem pri mlajših bolnikih se zdravljenje lahko prične z zaviralcem 
MAO-B v monoterapiji, kar omogoča boljšo izrabo preostalega dopamina, ki se še tvori v 
presinaptičnih nevronih SNc. Na tak način odložimo potrebo po uvedbi L-DOPE in s tem 
pojav neželenih stranskih učinkov, ki jih njena uporaba neizbežno prinaša (27–29). 
1.4.2 Alzheimerjeva bolezen 
Povečana aktivnost MAO-B v možganih, ki je sicer povezana z normalnim procesom 
staranja, je izdatno povišana pri bolnikih z Alzheimerjevo boleznijo (AB). Posledično je v 
možganih prisotna povišana koncentracija nevrotoksičnih presnovkov, saj sta poleg 
povišanja oksidativnega stresa pri metabolizmu MNT nastala H2O2 in amonijak vpletena 
tudi v nastanek amiloidnih plakov in nevrofibrilarnih pentelj. MAO-B zato predstavlja 
dobro tarčo preko katere bi lahko vplivali na vzroke za nastanek AB. Obetavne rezultate 




dajejo predvsem raziskave t.i. dualnih zaviralcev, kjer se zaviralna aktivnost MAO-B 
združuje z drugimi tarčami, predvsem z zaviralci acetilholin esteraze, saj AB primarno 
prizadene holinergični nevrotransmiterski sistem. Drug aktualen pristop pri načrtovanju 
dualnih zaviralcev MAO je združitev njihove zaviralne aktivnosti s kelatorji železa, ki so 
sposobni prehajanja HEB (26, 30–32). 
1.4.3 Depresija in anksiozne motnje 
V nastanek depresivnih motenj je vpleteno pomanjkanje 5-HT, NA in DA, zato ni 
presenetljivo, da je predvsem MAO-A, ki lahko metabolizira vse omenjene MNT, odlična 
tarča za zdravljenje depresije. Selektivni zaviralci MAO-B nimajo antidepresivnega 
učinka, oziroma se le-ta pojavi šele pri odmerkih, ko zaradi izgube specifičnosti zavirajo 
tudi MAO-A. Te ugotovitve so izkoristili pri načrtovanju transdermalnih obližev za 
selegilin. Dostavni sistem omogoča direktno absorpcijo v krvni obtok in takojšen dostop v 
CŽS. Na tak način se učinkovina izogne metabolizmu prvega prehoda, s tem pa se zmanjša 
tako nevarnost hipertenzivne krize, kot tudi nastanek amfetaminskih presnovkov.  
Kljub dokumentiranim težavam neselektivnih ireverzibilnih zaviralcev MAO, so ti 
ponekod v uporabi še danes. Predvsem iz strahu o varnosti, se po njih posega izjemno 
redko in so rezervirani za uporabo pri atipičnih oblikah depresije, kjer zdravila prvega 
izbora ne izboljšajo simptomatike (32–34). 
 
  




2. NAMEN DELA 
MAO je pomembno vpleten v metabolizem številnih živčnih prenašalcev v možganih, zato 
ponuja širok spekter terapevtskih priložnosti pri zdravljenju različnih nevrodegenerativnih 
bolezni. V zadnjih letih so zaviralci MAO še posebej zanimivi zaradi spoznanj o njihovih 
nevroprotektivnih lastnostih. Kljub izredno pomembni vlogi MAO pri regulaciji živčnih 
prenašalcev v možganih, je na voljo le malo odobrenih zdravil, ki selektivno zavirajo ta 
encim. Cilj našega dela je sinteza in biokemijsko vrednotenje novih selektivnih zaviralcev 
MAO-B kot potencialnih zdravilnih učinkovin. 
Izhodišče za nalogo predstavlja spojina z 1-(3-(benziloksi)benzil)piperazinskim skeletom, 
ki so jo predhodno s pomočjo virtualnega rešetanja odkrili na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani. Pri testiranju večjega števila molekul kot potencialnih zaviralcev 
MAO, so z biokemijskim testiranjem na hMAO-B spojini 1-benzhidril-4-(3-
(benziloksi)benzil)piperazin (A) določili IC50 vrednost 34,8 µM, izkazovala pa je tudi 
dobro selektivnost za MAO-B (Slika 6). Težava pri tem rezultatu je dejstvo, da kupljena 
spojina ni bila zadovoljivo čista (77 %, glede na HPLC pri 254 nm oziroma 87 % pri 220 
nm). V prvem delu naloge se bomo zato lotili resinteze naše spojine zadetka, da se 
prepričamo ali lahko selektiven zaviralen učinek res pripišemo tej spojini. Ob 
predpostavki, da bo tudi resintetizirana in čista spojina (HPLC čistost > 95 %) učinkovita, 
se bomo v drugem delu naloge lotili sinteze njenih strukturnih analogov z namenom 
izboljšanja zaviralne aktivnosti in proučevanja vpliva strukturnih modifikacij na delovanje. 
V izhodno strukturo bomo vnesli sledeče modifikacije (Slika 6): 
- zamenjava difenilmetana tako z bolj »drug-like« - učinkovinam podobnimi lipofilnimi 
fragmenti, ki bi zadržali sposobnost tvorbe hidrofobnih interakcij, kakor tudi z manjšimi 
fragmenti za proučevanje vpliva takšne zamenjave.  
- (benziloksi)benzenski fragment bomo pustili intakten, saj se pogosto pojavlja pri 
spojinah, ki zavirajo hMAO-B. 
- bioizosterna zamenjava piperazina. Pri večini spojin bomo piperazinski del sicer ohranili, 
bomo pa za primerjavo pripravili tudi nekaj spojin, kjer bomo z zamenjavo piperazina 
opustili bazični center, oziroma bomo dušik nadomestili s kisikom. 
  





SLIKA (6): Shema načrtovanih sprememb izhodne spojine A. Zamenjave difenilmetana so označene 
z zeleno, zamenjave piperazinskega obroča pa z modro. Del zaviralca, ki ga bomo ohranili v vseh 
spojinah je označen z vijolično. 
Sintezni del naloge bo v grobem razdeljen na tri dele: 
1. Resinteza spojine zadetka 
2. Sinteza analogov s postopkom alkiliranja 
3. Sinteza analogov z metodo reduktivnega aminiranja 
Sintetizirane končne spojine bomo ovrednotili z biokemijskim testiranjem na hMAO-A in 
hMAO-B. Vsem bomo določili rezidualno aktivnost (RA v %), aktivnim spojinam tudi 
srednjo zaviralno koncentracijo – vrednost IC50. Na podlagi rezultatov bomo lahko preučili 
vpliv modifikacij na zaviralno aktivnost in selektivnost pri delovanju na obeh izoformah 
hMAO. 
  




3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri izvajanju eksperimentalnega dela naloge smo uporabljali komercialno dostopna topila 
in reagente različnih proizvajalcev (Acros Organics, Alfa Aesar, Apollo Scientific, Fluka, 
Kemika, Merck, Sigma-Aldrich, TCI Europe). Vse reagente in topila smo uporabili brez 
predhodnih modifikacij in jim predpostavljamo navedeno čistoto. 
3.2 RISANJE IN POIMENOVANJE SPOJIN 
Za risanje kemijskih struktur in reakcijskih shem, ter za IUPAC poimenovanje spojin smo 
uporabljali računalniški program ChemDraw Professional 16.0.1.4 proizvajalca 
PerkinElmer Informatics, Inc. 
3.3 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.3.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
S pomočjo tankoplastne kromatografije smo spremljali potek reakcij, ugotavljali uspešnost 
izolacij produktov, si pomagali pri izbiri ustrezne mobilne faze za izvedbo kolonske 
kromatografije in z določanjem retencijskega faktorja tudi okarakterizirali končne spojine. 
Kot stacionarno fazo smo uporabili plošče Fertigplatten Silikagel 60 F254 proizvajalca 
Merck, ki imajo na aluminijastem nosilcu 0,20 mm debel nanos silikagela z dodanim 
fluorescenčnim indikatorjem. Za mobilno fazo smo uporabili kombinacije topil v različnih 
razmerjih, predvsem različna razmerja diklorometana in metanola. Za detekcijo spojin na 
kromatografskih ploščicah smo uporabili UV svetlobo (254 nm), ter bodisi ninhidrin ali 
2,4-dinitrofenilhidrazin v ustreznih raztopinah kot orositvena reagenta. Produkt vsake 
sintezne stopnje ima v nadaljevanju (Poglavje 4) navedeno sestavo mobilne faze 
uporabljene pri posamezni detekciji s TLC. 
3.3.2 Kolonska »flash« kromatografija 
Končne spojine smo očistili s kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo smo 
uporabljali Silikagel 60 z velikostjo delcev 0,04–0,063 (Merck). Mobilne faze smo 
pripravljali z mešanjem topil v različnih razmerjih. Vse mobilne faze so zabeležene v 
sinteznih postopkih za vsako posamezno spojino (Poglavje 4). Pretežno smo se posluževali 
kombinacij diklorometana in metanola v različnih razmerjih. Za zagotovitev 
enakomernosti nanosa stacionarne faze v koloni smo poskrbeli z dvema slojema peska 




(Acros) na vrhu in dnu kolone. Uporabljene steklene kolone so bile različnih dimenzij, 
glede na količine vzorca in posledičnega volumna silikagela. V splošnem smo uporabili 
enačbo: Vsilkagel = 80 × mvzorec. 
3.3.3 Reverznofazna »flash« kromatografija 
Po neuspešnih poskusih izolacije spojine 21 s standardnim (zgoraj opisanim) postopkom 
kolonske kromatografije, smo se čiščenja lotili še na avtomatiziranem kromatografskem 
sistemu Biotage Isolera One System. Uporabili smo kolono Biotage Snap Cartridge KP-
C18-HS 30 g. Kot mobilno fazo za elucijo smo uporabili kombinacijo 0,1 % TFA v 
destilirani vodi in metanola. Spojine smo detektirali pri valovni dolžini λ = 220 nm.  
3.3.4 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Čistost končnih spojin smo analitsko ovrednotili z metodo UHPLC na sistemu Thermo 
Fisher UltimMate 3000 HPLC system. Uporabili smo Acquity UPLC HSS C18 kolono (1,8 
µm; 2,1 × 50 mm) proizvajalca Waters. 
Preglednica (I): Parametri HPLC analize. 
Pretok 0,4 mL/min 
Tkolone 40 °C 
Vinjiciranja 5 µL 
Cvzorca 0,2 mg/mL (100 % MeOH ali MeCN) 
Mobilna 
faza 
0,1 % TFA(aq)/MeCN 
Gradient 
(za MeCN) 
0–7 min, 10 → 90 % MeCN; 7–10 min, 90 % MeCN 
 
Detekcija 220 nm 
 
3.4 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.4.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Na vsakem koraku sinteze smo za preverjanje čistosti in identifikacijo spojin posneli 
1HNMR spektre (pri 400 MHz) vseh vmesnih produktov, končnim spojinam pa smo 
dodatno posneli še 13CNMR spektre (pri 100 MHz). Pred snemanjem smo vzorce raztopili 
v 600 µL enega od devteriranih topil CDCl3, DMSO-d6 ali CD3OD, katerim je bil kot 
interni standard dodan TMS. Vse NMR spektre smo posneli na Fakulteti za farmacijo v 




Ljubljani, z uporabo Burker AVANCE III 400 MHz spektrometra. Za obdelavo spektrov 
smo uporabili računalniški program MestReNova 12.0.4 proizvajalca Mestrelab Research 
S. L. Kemijske premike (δ) smo podali v ppm glede na interni standard, sklopitvene 
konstante (J) v [Hz], oblike vrhov pa smo popisali s standardnimi oznakami za singlet (s), 
dublet (d), dublet dubleta (dd), dublet dubleta dubleta (ddd), triplet (t), dublet tripleta (dt) 
in multiplet (m).  
3.4.2 Masna spektrometrija 
Natančna določitev molekulske mase z uporabo masne spektrometrije je služila potrditvi 
identitete sintetiziranih spojin. Vmesnim produktom smo posneli spektre s tehniko ESI 
(ionizacija z razprševanjem) z Adivon Expression CMSC sistemom, masni spektri končnih 
spojin pa so se posneli z ESI tehniko na masnem spektrometru visoke ločljivosti (ESI-
HRMS) Thermo Scientific Exactive Plus Orbitrap. Vsi masni spektri so bili posneti na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
3.4.3 Infrardeča spektroskopija 
Vsem končnim spojinam smo v srednjem IR območju posneli spektre z uporabo 
spektrofotometra FT-IR Thermo Nicolet in jih obdelali s programsko opremo Omnic 
E.S.P.5.2. Vsi spektri so bili posneti na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani s tehniko 
oslabljenega popolnega odboja (ATR), pri čimer vzorci niso zahtevali nobene 
predpriprave. 
3.5 DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
S pomočjo Kofflerjevega mikroskopa z ogrevalno mizico Leica smo vsem trdnim končnim 
spojinam določili temperaturo tališča. Meritve so bile izvedene na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani, dobljene vrednosti so podane kot interval v stopinjah Celzija in so nekorigirane. 
3.6 BIOKEMIJSKO TESTIRANJE 
Vsem sintetiziranim končnim spojinam smo z biokemijskim testom ovrednotili zaviralno 
aktivnost tako na hMAO-B, kot tudi na hMAO-A. Rezultate testiranja, ki smo jih dobili s 
spektrofotometričnim merjenjem fluorescence, smo podali kot RA (rezidualna aktivnost) 
ali kot IC50. Vsa testiranja smo izvedli na Fakulteti za Farmacijo v Ljubljani. Pri testiranju 
smo uporabili rekombinantna hMAO-A in hMAO-B izolirana iz insektnih celic okuženih z 
bakulovirusnim ekspresijskim sistemom (Sigma Aldrich), kjer je bakulovirus vseboval 
cDNA vključke za izražanje hMAO-A ali hMAO-B. 




Zaviralne sposobnosti spojin smo določali posredno, saj smo z merjenjem fluorescence 
spremljali resorufin (Slika 7). Ta je kvantitativno (1:1) nastajal pri oksidaciji regenta 
Amplex® Red s sproščenim H2O2 ob prisotnosti hrenove peroksidaze. Vodikov peroksid je 
nastajal pri oksidativni deaminaciji primarnega substrata p-tiramina, ki je substrat za 
hMAO-A in hMAO-B. Bolj uspešno kot je sintetizirana spojina zavirala encim, manj 
vodikovega peroksida in posledično resorufina je nastalo. 
 
SLIKA (7): Shematski prikaz nastanka resorufina pri biokemijskem testiranju. 
Za izvedbo testiranja smo pripravili 30 mM raztopine vseh sintetiziranih spojin v 100 % 
DMSO, katerega smo nato uporabili tudi za redčenje. Z redčenjem smo ustvarili serije 
raztopin posameznih potencialnih zaviralcev v različnih koncentracijah. Na mikrotitrskih 
ploščicah smo pripravljenim raztopinam končnih spojin dodali 50 mM fosfatni pufer (pH = 
7,4; dodan 0,05 % V/V Triton X-114), v katerem je bila suspendirana količina encima 
(hMAO-A ali hMAO-B), ki je sposobna pretvorbe 15 pmol p-tiramina na minuto. Nastale 
suspenzije smo inkubirali 15 min pri 37 °C. Po inkubaciji smo suspenzijam dodali 250 µM 
reagenta Amplex® Red, 2 U/mL hrenove peroksidaze in 1 mM p-tiramina do skupnega 
volumna 200 µL. Mikrotitrske ploščice smo takoj po dodatku vrnili v komoro (37 °C), kjer 
smo naslednjih 15 min z merjenjem fluorescence (λex = 530 nm, λem = 590 nm) 
kvantitativno spremljali potek reakcije. 
Pri kontrolnem vzorcu smo testne vzorce nadomestili s čistim DMSO. Dobljenim 
rezultatom smo odšteli ozadje, ki smo ga posneli tako, da smo vzorcu dodali vse 
komponente razen encima, katerega smo nadomestili z ustreznim volumnom pufra. 
Rezidualno aktivnost (RA) smo podali v procentih in jo izračunali pri koncentraciji 100 
µM po Enačbi 1 : 
 




𝑹𝑨 (%) =  
𝒗𝒙− 𝒗𝒔
𝒗𝟎− 𝒗𝒔
 × 𝟏𝟎𝟎 % (Enačba 1) 
vx – hitrost naraščanja fluorescence v prisotnosti zaviralca 
vs – hitrost naraščanja fluorescence v odsotnosti encima (slepa vrednost) 
v0 – hitrost naraščanja fluorescence v odsotnosti zaviralca (kontrolni vzorec) 
Spojinam, ki so pri koncentraciji 100 µM dosegle RA nižjo od 50 %, torej je bilo delovanje 
encima zavrto za več kot 50 %, smo določili RA še pri šestih nižjih koncentracijah. Iz 
eksperimentalno dobljenih vrednosti RA pri določeni koncentraciji zaviralca, smo pri 









4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 RESINTEZA SPOJINE ZADETKA 
4.1.1 Sinteza terc-butil 4-(3-hidroksibenzil)piperazin-1-karboksilata (1) 
 
N-Boc-piperazin (3,00 g, 16,11 mmol, 1,0 ekv.) in 3-hidroksibenzaldehid (1,97 g, 16,11 
mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v CH2Cl2 (60 mL). Med mešanjem pri sobni temperaturi smo 
najprej dodali ocetno kislino (1,85 mL, 16,21 mmol, 2,0 ekv.), nato po približno petih 
minutah še natrijev triacetoksiborhidrid (6,83 g, 16,21 mmol, 2,0 ekv.). Reakcijsko zmes 
smo segreli na 80 °C in jo pri tej temperaturi mešali čez noč (~17 h) . Zmes smo prenesli v 
lij ločnik in jo ekstrahirali z vodno raztopino NaHCO3 (2 × 60 mL), nasičeno raztopino 
NaCl (60 mL) in CH2Cl2 (3 × 60 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4 in jim 
z rotavapiranjem odstranili organsko topilo. Dobljen produkt smo rekristalizirali v EtOAc 
na ledeni kopeli pod argonom. Produkt rekristalizacije smo sušili v sušilniku približno 20 
ur pri 50 °C. 
IUPAC : Terc-butil 4-(3-hidroksibenzil)piperazin-1-karboksilat OZNAKA: 1 
M = 292,38 g/mol 
IZGLED : bela oborina 
IZKORISTEK : 88 % 
TLC : Rf (EA/Hex = 2/1) = 0,34 




δ [ppm]: 1,45 (s, 9H), 2,39  (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,43 (t, J = 5,0Hz, 4H), 3,45 
(s, 2H), 6,07 (s, 1H), 6,73 (ddd, J1 = 8,1, J2 = 2,6, J3 = 0,9 Hz, 1H), 6,79 – 
6,80 (m, 1H), 6,82 – 6,84 (m, 1H), 7,16 (t, J = 7,8 Hz, 1H) 









4.1.2 Sinteza terc-butil 4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-karboksilata (2) 
 
Spojino 1 (3,25 g, 11,12 mmol, 1,0 ekv.) smo natehtali v bučko in jo raztopili v acetonitrilu 
(60 mL). Med mešanjem na ledu smo najprej dodali K2CO3 (4,61 g, 33,35 mmol, 3,0 ekv.), 
nato pa še postopoma po kapljicah benzil bromid (1,58 mL, 13,34 mmol, 1,2 ekv.). 
Reakcijo smo mešali čez noč pri 85 °C. Acetonitril smo uparili na rotavaporju, dobljeno 
rumenkasto olje pa smo v lij ločniku ekstrahirali z EtOAc (3 × 30 mL) in vodo (3 × 30 
mL). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaHCO3 (3 × 30 mL) in 
sušili z brezvodnim Na2SO4. Organsko topilo smo uparili na rotavaporju in suh produkt 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 50/1). 
IUPAC: Terc-butil 4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-karboksilat OZNAKA: 2 
M = 382,50 g/mol 
IZGLED : rumena oljnata snov 
IZKORISTEK : 87 % 
TLC : Rf (EA/Hex = 1/1) = 0,22 




δ [ppm]: 1,50 (s, 9H), 2,40 (t, J = 5,1 Hz, 4H), 3,45 (t, J = 5.1 Hz, 4H), 3,51 
(s, 2H), 5,10 (s, 2H), 6,90 – 6,96 (m, 2H), 7,02 (dd, J1 = 2,6, J2 = 1,5 Hz, 
1H), 7,27 (dd, J1 = 8,2, J2 = 7,5 Hz, 1H), 7,33 – 7,48 (m, 5H) 









4.1.3 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)piperazina (3) 
 
Spojino 2 (3,341 g, 8,74 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 50 mL etanola in dodali 
koncentrirano HCl (7,25 mL, 10 ekv.). Reakcijsko zmes smo na oljni kopeli segreli na 80 
°C in pri tej temperaturi mešali 2 uri. Topilo smo uparili na rotavaporju, suh produkt pa 
sušili čez noč v eksikatorju nad NaOH. Ker je v produktu bila še zmeraj prisotna HCl, smo 
nadaljevali z ekstrakcijo. Produktu smo dodajali nasičeno raztopino NaHCO3 dokler 
raztopina ni dosegla pH = 9. Sledila je ekstrakcija z CH2Cl2 (3 × 50 mL). Združene 
organske faze smo sušili z brezvodnim Na2SO4, topilo pa smo uparili na rotavaporju. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 4/1). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)piperazin OZNAKA: 3 
M = 282,39 g/mol 
IZGLED : bela oborina 
IZKORISTEK : 76 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH= 4/1) = 0,16 




δ [ppm]: 2,40 (s, 4H), 2,87 (t, J = 4,9 Hz, 4H), 3,46 (s, 2H), 5,07 (s, 2H), 
6,85 – 6,88 (m, 1H), 6,91 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,82 – 6,95 (m, 2H), 6,98 – 
6,99 (m, 1H), 7,22 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,30 – 7,45 (m, 5H) 
 
  




4.1.4 Sinteza difenilmetanola (4) 
 
Benzofenon (5,0 g, 27,44 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v metanolu (50 mL). Med 
mešanjem na ledeni kopeli pod argonom smo reakcijski zmesi dodajali NaBH4 (2,20 g, 
58,16 mmol, 2,12 ekv.). Reakcijo smo mešali čez noč (~17 h) pri sobni temperaturi. 
Naslednji dan smo reakcijsko zmes ohladili z mešanjem na ledeni kopeli. Izpadati je pričel 
bel kristaliničen produkt, ki smo ga odnučali in posušili v sušilniku (50 °C). 
IUPAC : Difenilmetanol OZNAKA: 4 
M = 184,23 g/mol 
IZGLED : beli kristali 
IZKORISTEK : 94 % 
TLC : Rf (EA/Hex = 1/2) = 0,41 




δ [ppm]: 5,70 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,89 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,19 (t, J = 7,2 
Hz, 2H), 7,29 (t, J = 7,5 Hz, 4H), 7.38 (d, J = 7,6 Hz, 4H) 
 
  




4.1.5 Sinteza klorodifenilmetana (5) 
 
Spojino 4 (4,60 g, 24,97 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v CH2Cl2 (50 mL) in ohladili na ledu. 
S pipeto smo počasi dodajali tionil klorid (9,10 mL, 5,0 ekv.) Zmes smo odstavili iz ledene 
kopeli in pustili reakcijo potekati čez noč (~22 h) na sobni temperaturi. Topilo in prebitni 
tionil klorid smo odstranili z uparevanjem, pri čimer smo predhodno tvorili azeotropno 
zmes s toluenom. Zaostanek uparevanja smo ohladili na ledeni kopeli. Med ohlajanjem je 
izpadla bela oborina, ki smo jo odnučali in sprali s prečiščeno vodo. Suh produkt smo 
ekstrahirali z  CH2Cl2 (2 × 20 mL) in vodno raztopino NaHCO3. Organski fazi smo uparili 
topilo in suh zaostanek sušili čez noč v sušilniku. 
IUPAC : Difenilklorometan OZNAKA: 5 
M = 202,68 g/mol 
IZGLED : svetlo rumeno olje 
IZKORISTEK : 76 % 
TLC : Rf (Ea/Hex = 1/4) = 0,38 




δ [ppm]: 6,52 (s, 1H), 7,28 – 7,33 (m, 2H), 7,35 – 7,40 (m, 4H), 7,46 – 7,49 
(m, 4H)  
 
  




4.1.6 Sinteza 1-benzhidril-4-(3-(beniloksi)benzil)piperazina (6) 
 
Spojino 3 (0,40 g, 1,42 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v acetonitrilu (25 mL) in ji dodali 
K2CO3 (391,53 mg, 2,83 mmol, 2,0 ekv.). V acetonitrilu (25 mL) smo raztopili tudi spojino 
5 (287,08 mg, 1,42 mmol, 1 ekv). Obe raztopini smo združili v reakcijsko zmes, ki smo jo 
mešali čez noč (21 h) pri 90 °C. Acetonitril smo uparili pod znižanim tlakom, suhemu 
zaostanku pa smo dodali 30 mL CH2Cl2 in enak volumen nasičene vodne raztopine 
NaHCO3. Diklorometan smo uparili pod znižanim tlakom, suh produkt pa očistili z 
uporabo kolonske kromatografije (MF: CH2Cl2/MeOH = 50/1). Ker spojina glede na 
HPLC (93,8 %) in 1H NMR spekter ni bila čista, smo spojino prekristalizirali iz EtOH. 
Izpadli beli produkt smo odnučali, ga sprali z etanolom ter čez noč sušili pri 50 °C.  
IUPAC : 1-Benzhidril-4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin OZNAKA: 6 
M = 448,61 g/mol 
IZGLED : beli kristali 
IZKORISTEK : 7 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 50/1) = 0,20  




δ [ppm]: 2,19 – 2,42 (m, 8H), 3,42 (s, 2H), 4,26 (s, 1H), 5,07 (s, 2H), 6,83 – 




δ [ppm]: 51,52; 52,63; 61,84; 69,02; 75,16; 113,25; 115,08; 121,21; 
126,81; 127,55; 127,64; 127,73; 128,38; 128,49; 129,16; 137,16; 139,68; 
142,93; 158,25  
IR [cm–1] 2967, 2805, 2764, 1610, 1583, 1489, 1450, 1287, 1270, 1159, 1141, 1050, 
1033, 1006, 876, 849, 779, 760, 733, 705, 693 
ESI-HRMS Izračunano za C31H33ON2 [M+H]
+: 449,2587 
Izmerjeno: 449,2581 
HPLC tR = 5,127 min; (96,04 % pri 220 nm) 
 




4.2 SPLOŠNI POSTOPEK PRIPRAVE ANALOGOV A: N-ALKILIRANJE 
SLIKA (8): Reakcijska shema splošnega postopka N-alkiliranja. 
.  
Splošni sintezni postopek A - N-alkiliranje: 
Spojino 3 (150 mg, 0,531 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v acetonitrilu (30 mL). Raztopini 
smo na ledeni kopeli med mešanjem dodali K2CO3 (147 mg, 2 ekv.). Ohlajeni zmesi smo 
nato postopoma po kapljicah dodajali ustrezen alkil halid X-R (1,2 ekv.). Nastalo 
suspenzijo smo odstavili iz ledene kopeli in jo pustili mešati čez noč (~23 h) pri sobni 
temperaturi. 
Naslednji dan smo s TLC-jem preverili potek reakcije. Izolacijo smo pričeli tako, da smo 
najprej pod znižanim tlakom uparili topilo. Suh zaostanek smo raztopili v CH2Cl2 (50 mL) 
in raztopini dodali enak volumen nasičene vodne raztopine NaHCO3. V lij ločniku smo 
ločili fazi, vodno fazo pa dodatno sprali z CH2Cl2 (2 × 30 mL). Združene organske faze 
smo nato spirali z nasičeno vodno raztopino NaCl (3 × 30 mL) in sušili z brezvodnim 
Na2SO4. Sušilno sredstvo smo odfiltrirali, organsko topilo pa uparili. 
Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo, pri čimer smo kot mobilno fazo uporabili 
različna razmerja CH2Cl2 in metanola (20/1, 30/1, ali 50/1).  
  




Preglednica (II): Pregled uporabljenih alkil halidov in strukture končnih spojin. 




















4.2.1 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)-4-metilpiperazina (10) 
Spojino 10 smo pripravili po splošnem sinteznem postopku A. Pri alkiliranju smo uporabili 
metil jodid (0,040 mL, 1,2 ekv.). Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: 
CH2Cl2/MeOH = 30/1). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)-4-metilpiperazin OZNAKA: 10 
M = 296,41 g/mol 
 
IZGLED : bledo rumeno olje 
IZKORISTEK : 33 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 30/1) = 0,32 




δ [ppm]: 2,34 (s, 3H), 2,54 (s, 8H), 3,50 (s, 2H), 5,06 (s, 2H), 6,87 (ddd, J1 = 
8,2, J2 = 2,6, J3 = 0,8 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6.98 (dd, J1 = 2,2, J2 




δ [ppm]: 45,80; 52,61; 55,01; 62,80; 69,97; 113,59; 115,58; 121,81; 127,59; 
127,98; 128,63; 129,32; 137,11; 139,66; 158,89 
IR [cm–1] 2934, 2874, 2793, 2097, 1585, 1486, 1452, 1376, 1348, 1333, 1282, 1261, 
1148, 1080, 1012, 918, 872, 821, 775, 740, 696, 651, 630, 515 
ESI-HRMS Izračunano za C19H25ON2 [M+H]
+: 297,1961 
Izmerjeno: 297,1956 
HPLC tR = 2,800 min; (96,27 % pri 220 nm) 
  




4.2.2 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)-4-(prop-2-in-1-il)piperazina (11) 
Sintezo spojine 11 smo izvedli po splošnem postopku A. Kot alkil halid smo uporabili 
propargil bromid (71 µL, 1,2 ekv., 80 % raztopina v toluenu). Produkt smo očistili z 
uporabo kolonske kromatografije (MF: CH2Cl2/MeOH = 30/1). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)-4-(prop-2-in-1-il)piperazin OZNAKA: 11 
M = 320,44 g/mol 
 
IZGLED : rumeno olje 
IZKORISTEK : 73 %  
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 30/1) = 0,35 




δ [ppm]: 2,27 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,39 – 2,67 (m, 8H), 3,30 (d, J = 2,5 Hz, 
2H), 3,50 (s, 2H), 5,07 (s, 2H), 6,88 (dd, J1 = 8.,2, J2 = 2,0 Hz, 1H), 6,93 (d, J 





δ [ppm]: 46,86; 51,96; 52,95; 62,87; 69,92; 73,23; 79,01; 113,44; 115,53; 
121,75; 127,57; 127,95; 128,60; 129,24; 137,12; 139,88; 158,85; 
IR [cm–1] 2932, 2808, 2766, 2169, 2098, 1585, 1486, 1452, 1376, 1335, 1314, 1286, 
1261, 1149, 1134, 1081, 1011, 903, 819, 779, 740, 695, 634, 521 
ESI-HRMS Izračunano za C21H25ON2 [M+H]
+: 321,1961 
Izmerjeno: 321,1956 
HPLC tR = 3,453 min; (94,98 % pri 220 nm) 
 
  




4.2.3 Sinteza 2-(4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-il)etanola (12) 
Sintezo spojine 12 smo izvedli po splošnem postopku A. Kot alkil halid smo uporabili 2-
bromoetanol (95 %, 48 µL, 1,2 ekv.). Produkt smo očistili z uporabo kolonske 
kromatografije (MF: CH2Cl2/MeOH = 20/1). 
IUPAC : 2-(4-(3-(Benziloksi)benzil)piperazin-1-il)etanol OZNAKA: 12 
M = 326,44 g/mol 
 
IZGLED : rjavkasta oborina 
IZKORISTEK : 62 %  
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 20/1) = 0,26 




δ [ppm]: 2,42 – 2,59 (m, 8H), 3,27 (s, 1H), 3,43 (s, 2H), 3,59 – 3,64 (m, 2H), 
5,07 (s, 2H), 6,85 – 6,90 (m, 1H), 6,92 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,99 – 7,00 (m, 




δ [ppm]: 52,94; 53,01; 57,80; 59,48; 62,88; 69,90; 113,45; 115,57; 121,76; 
127,54; 127,93; 128,57; 129,24; 137,07; 139,71; 158,82  
IR [cm–1] 3197, 2947, 2878, 2821, 1595, 1456, 1442, 1385, 1350, 1305, 1258, 1171, 
1137, 1054, 1040, 1019, 1003, 921, 862, 830, 786, 765, 737, 694  
ESI-HRMS Izračunano za C20H27O2N2 [M+H]
+: 327,2067 
Izmerjeno: 327,2061 
HPLC tR = 2,713 min; (96,00 % pri 220 nm) 
 
  




4.2.4 Sinteza 1-benzil-4-(3-(benziloksi)benzil)piperazina (13) 
Sintezo spojine 13 smo izvedli po splošnem postopku A. Pri alkilranju smo uporabili 
benzil bromid (98 % , 82 µL, 1,2 ekv.). Pri pripravi kolone za kolonsko kromatografijo 
smo uporabili CH2Cl2/MeOH v razmerju 50/1. Za samo ločbo smo uporabili razmerje 30/1.  
IUPAC : 1-Benzil-4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin OZNAKA: 13 
M = 372,51 g/mol 
 
IZGLED : oranžna oljnata snov 
IZKORISTEK : 52 %  
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 30/1) = 0,34 




δ [ppm]: 2,44 – 2,865 (m, 8H), 3,56 (s, 2H), 3,58 (s, 2H), 5,12 (s, 2H), 6,94 
(ddd, J1 = 8,2, J2 = 2,6, J3 = 1,0 Hz, 1H), 6,98 (dt, J1 = 7,6, J2 = 1,2 Hz, 




δ [ppm]: 53,14; 53,17; 63,01; 63,16; 69,94; 113,42; 115,59; 121,82; 
127,06; 127,59; 127,96; 128,25; 128,61; 129,23; 129,29; 137,16; 138,24; 
139,99; 158,85  
IR [cm–1] 3029, 2933, 2805, 2766, 1674, 1584, 1487, 1452, 1376, 1344, 1284, 1259, 
1151, 1078, 1010, 920, 829, 778, 739, 697, 629, 572, 536 
ESI-HRMS Izračunano za C25H29ON2 [M+H]
+: 373,2274 
Izmerjeno: 373,2268 
HPLC tR = 3,597 min; (95,11 % pri 220 nm) 
 
  




4.2.5 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)-4-etilpiperazina (14) 
Sintezo spojine 14 smo izvedli po splošnem postopku A. Kot alkil halid smo uporabili etil 
bromid (98 %, 49 µL, 1,2 ekv.). Produkt smo očistil z uporabo kolonske kromatografije 
(MF: CH2Cl2/MeOH = 30/1). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)-4-etilpiperazin OZNAKA: 14 
M = 310,44 g/mol 
 
IZGLED : oranžno-rjava oljnata snov 
IZKORISTEK : 86 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 20/1) = 0,31  




δ [ppm]: 1,09 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 2,42 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,28 – 2,59 (m, 
8H), 3,50 (s, 2H), 5,06 (s, 2H), 6,82 – 6,89 (m, 1H), 6.92 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 




δ [ppm]: 12,07; 52,38; 52,88; 53,09; 63,01; 69,94; 113,42; 115,59; 121,82; 
127,57; 127,95; 128,60; 129,23; 137,15; 139,94; 158,86   
IR [cm–1] 2883, 2824, 1596, 1508, 1447, 1387, 1348, 1320, 1245, 1230, 1170, 1146, 
1122, 996, 933, 861, 814, 789, 766, 739, 714, 698, 695, 516, 513 
ESI-HRMS Izračunano za C20H27ON2 [M+H]
+: 311,2118 
Izmerjeno: 311,2111 
HPLC tR = 2,917 min; (95,94 % pri 220 nm) 
 
  




4.3 Sinteza 1-(4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-il)etanona (15) 
 
 
V 50 mL bučki smo spojino 3 (150 mg, 0,531 mmol, 1,0 ekv.) raztopili v piridinu (8 mL). 
Med mešanjem smo dodali acetanhidrid (0,100 mL, 1,062 mmol, 2,0 ekv.), reakcijsko 
zmes pa nato pustili mešati čez noč (22 h) na sobni temperaturi. Naslednji dan smo uparili 
piridin ter produkt izdatno posušili na vakuumski črpalki. Suh zaostanek smo raztopili v 
CH2Cl2 (50 mL), dodali enako količino nasičene vodne raztopine NaHCO3 in ločili fazi v 
lij ločniku. Vodno fazo smo sprali z CH2Cl2 (2 × 30 mL), združene organske faze pa smo 
spirali z nasičeno vodno raztopino NaCl (3 × 30 mL) in sušili z brezvodnim Na2SO4. 
Sušilno sredstvo smo odfiltrirali, organsko topilo pa uparili pod znižanim tlakom. Produkt 
smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 50/1). 
IUPAC : 1-(4-(3-(Benziloksi)benzil)piperazin-1-il)etanon OZNAKA: 15 
M = 324,42 g/mol 
IZGLED : oranžno-rjavo olje 
IZKORISTEK : 88 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 50/1) = 0,28 




δ [ppm]: 2,06 (s, 3H), 2,37 – 2,41 (m, 4H), 3,40 – 3,43 (m, 2H), 3,48 (s, 2H), 
3,59 – 3,61 (m, 2H), 5,06 (s, 2H), 6,87 – 6,91 (m, 2H), 6,97 – 6,98 (m, 1H), 




δ [ppm]: 21,36; 41,41; 46,29; 52,67; 53,01; 62,71; 69,88; 113,56; 115,46; 
121,61; 127,48; 127,94; 128,56; 129,32; 136,99; 139,35; 158,84; 168,88 
   
IR [cm–1] 2910, 2806, 1641, 1486, 1435, 1367, 1346, 1252, 1152, 1080, 1028, 998, 
915, 872, 778, 742, 697, 622, 576, 540 
ESI-HRMS Izračunano za C20H25O2N2 [M+H]
+: 325,1911 
Izmerjeno: 325,1905 
HPLC tR = 3,180 min; (98,22 % pri 220 nm) 




4.4.1 Sinteza 2-(4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-il)-2-oksoetil acetata (16) 
 
Spojino 9 (150 mg, 0,531 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v CH2Cl2 (35 mL). Raztopini smo 
najprej dodali trietilamin (148 µL, 2 ekv.), nato še acetoksiacetil klorid (97 %, 71 µL, 1,2 
ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč (~21 h) pri sobni temperaturi. Pri ekstrakciji 
smo uporabili CH2Cl2 (20 mL) in vodo (50 mL). Vodno fazo smo ekstrahirali z CH2Cl2 (2 
× 25 mL), združene organske faze pa spirali z nasičeno vodno raztopino NaCl (3 × 30 mL). 
Za sušenje smo uporabili brezvodni Na2SO4, topilo pa smo uparili pod znižanim tlakom. 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 30/1). 
IUPAC : 2-(4-(3-(Benziloksi)benzil)piperazin-1-il)-2-oksoetil acetat OZNAKA: 16 
M = 382,46 g/mol 
IZGLED : rumena oljnata snov 
IZKORISTEK : 60 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 30/1) = 0,26 




δ [ppm]: 2,17 (s, 3H), 2,39 – 2,42 (m, 4H), 3,32 – 3,34 (m, 2H), 3,48 (s, 2H), 
3,58 – 3,61 (m, 2H), 4,69 (s, 2H), 5,06 (s, 2H), 6,87 – 6,90 (m, 2H), 6,96 – 




δ [ppm]: 20,61; 41,88; 44,43; 52,43; 52,64; 61,19; 62,59; 69,82, 113,57; 
115,37; 121,52; 127,42; 127,89; 128,52; 129,31; 136,94; 139,18; 158,81; 
164,73; 170,53;    
IR [cm–1] 2939, 1746, 1663, 1584, 1487, 1450, 1371, 1347, 1259, 1220, 1154, 1079, 
1034, 999, 846, 778, 741, 696, 648 
ESI-HRMS Izračunano za C22H27O4N2 [M+H]
+: 383,1965 
Izmerjeno: 388,1960 
HPLC tR = 3,347 min; (95,09 % pri 220 nm) 
 
  




4.4.2 Sinteza 1-(4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-il)-2-hidroksietanona (17) 
 
Spojino 16 (104 mg, 0,272 mmol, 382,19 g/mol 1 ekv.) smo skupaj z K2CO3 (112,8 mg, 3 
ekv.) raztopili v mešanici MeOH (25 mL) in H2O (5 mL). Reakcijsko zmes smo mešali čez 
noč na sobni temperaturi. Po približno 22 h mešanja, smo na podlagi TLC-ja opazili, da je 
v zmesi še precej izhodne spojine 16. Dodali smo še 2 ekvivalenta K2CO3 ter zmes segreli 
na 50 °C in pustili mešati čez noč. Iz TLC-ja je bilo razvidno, da je reakcija potekla, zato 
smo topilo uparili pod znižanim tlakom in nadaljevali z izolacijo. Suh zaostanek smo 
raztopili v enakih volumnih H2O in CH2Cl2 (40 mL). Vodno fazo smo ekstrahirali z 
CH2Cl2 (2 × 20 mL), združene organske faze pa sprali z nasičeno vodno raztopino NaCl (3 
× 30 mL). Zbrane organske faze smo sušili z brezvodnim Na2SO4 in uparili topilo. Pri 
čiščenju produkta s kolonsko kromatografijo smo kot mobilno fazo najprej uporabili (MF: 
CH2Cl2/MeOH = 9/1), tekom elucije smo najprej povišali delež metanola (CH2Cl2/MeOH 
= 3/1), nato pa uporabili še 100 % MeOH. 
IUPAC:1-(4-(3-(Benziloksi)benzil)piperazin-1-il)-2-hidroksietanon OZNAKA: 17 
M = 340,42 g/mol 
IZGLED : rjavkasti prašek 
IZKORISTEK : 73 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 30/1) = 0,19 




δ [ppm]: 2,33 – 2,38 (m, 4H), 3,15 – 3,18 (m, 2H), 3,43 (s, 2H), 3,57 – 
3,60 (m, 2H), 4,06 (s, 2H), 5,00 (s, 2H), 6,81 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,83 
(d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,89 (t, J = 2,0 Hz, 1H), 7,15 – 7,19 (m, 1H), 7,23 – 




δ [ppm]: 42,51; 43,53; 52,55; 52,70; 59,80; 62,80; 70,04; 113,76; 
115,62; 121,71; 127,61; 128,10; 128,71; 129,52; 137,08; 139,19; 
159,00; 170,03   
IR [cm–1] 2941, 2883, 2825, 1635, 1595, 1508, 1444, 1387, 1348, 1320, 1245, 
1170, 1146, 1121, 1023, 995, 933, 860, 814, 789, 765, 739, 714, 695, 





ESI-HRMS Izračunano za C20H25O3N2 [M+H]
+: 341,1860 
Izmerjeno: 341,1855 
HPLC tR = 2,970 min; (95,11 % pri 220 nm) 
 
4.5. SINTEZA 3-(BENZILOKSI)BENZALDEHIDA (18) 
 
V bučko smo natehtali 3-hidroksibenzaldehid (10 g, 0,082 mol, 1 ekv.) in ga raztopili v 
DMF (60 mL). Dodali smo K2CO3 (22,6 g, 2 ekv.) in benzil bromid (98 %, 10 mL, ~1 
ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati čez noč (~21 h) na sobni temperaturi.  
V reakcijsko zmes smo dodali 1 M NaOH (20 mL) in vodo (80 mL) ter ekstrahirali z 
dietiletrom (3 × 40 mL). Združene organske faze pa smo nato sprali z H2O (2 × 50 mL) in 
nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (50 mL). Organsko fazo smo sušili z brezvodnim 
Na2SO4, ter uparili topilo. 
IUPAC : 3-(Benziloksi)benzaldehid OZNAKA: 18 
M = 212,25 g/mol 
IZGLED : beli prah 
IZKORISTEK : 78 % 
TLC : Rf (EA/Hex = 1/4) = 0,22  




δ [ppm]: 5,13 (s, 2H), 7,25 (ddd, J1 = 6,6, J2 = 3.6, J3 = 2.2 Hz, 1H), 
7,32 – 7,50 (m, 8H), 9,98 (s, 1H) 
MS 
(ESI) 









4.6 SPLOŠNI POSTOPEK PRIPRAVE ANALOGOV B: REDUKTIVNO 
AMINIRANJE 
 
SLIKA (9): Reakcijska shema splošnega postopka reduktivnega aminiranja. 
Splošni sintezni postopek B - reduktivno aminiranje: 
Spojino 18 (500 mg, 2,37 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v 1,2-dikloroetanu (50 mL) ter ji 
nato dodali ustrezen amin (1,5 ekv.), natrijev triacetoksiborhidrid (1,5 g, 3 ekv.) in 
koncentrirano ocetno kislino (0,200 mL, 1,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati čez 
noč na sobni temperaturi. 
Pri postopku izolacije smo v reakcijsko zmes dolili toliko nasičene vodne raztopine 
NaHCO3, da je bilo razmerje vodne in organske faze približno 1:1 (~50 mL). V lij ločniku 
smo ločili obe fazi in vodno fazo ekstrahirali z CH2Cl2 (2 × 25 mL). Združene organske 
faze smo sprali z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (3 × 20 mL), jih sušili z brezvodnim 
Na2SO4 ter jim pod znižanim tlakom uparili organsko topilo.  
  




Preglednica (ІІІ): Pregled uporabljenih aminov in struktur končnih spojin 




















4.6.1 Sinteza 1-(benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-4-(3-benziloksi)benzil)piperazina 
(19) 
Sintezo spojine 19 smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. Pri reduktivnem 
aminiranju smo uporabili 1-piperonilpiperazin (97 %, 778 mg, 1,5 ekv.). Pri čiščenju 
produkta s kolonsko kromatografijo smo kot mobilno fazo najprej uporabili (MF: 
CH2Cl2/MeOH = 100/1), po eluciji nečistot smo spremenili razmerje CH2Cl2/MeOH na 
50/1.  
  




IUPAC : 1-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-ilmetil)-4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin OZNAKA: 19 
M = 416,52 g/mol 
 
IZGLED : oranžna oborina 
IZKORISTEK : 58 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 100/1) = 
0,32 




δ [ppm]: 2,46 (bs, 8H), 3,43 (s, 2H), 3,50 (s, 2H), 5,07 (s, 2H), 5,94 (s, 
2H), 6,75 (d, J = 1,1 Hz, 2H), 6,86 – 6,89 (m, 2H), 6,92 (dt, J1 = 7,5, J2 = 
1,2 Hz, 1H), 6,99 (dd, J1 = 2,6, J2 = 1,5 Hz, 1H), 7,23 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 




δ [ppm]: 53,07; 53,17; 62,89; 63,03; 69,99; 100,95; 107,91; 109,66; 
113,44; 115,63; 121,85; 122,34; 127,63; 128,00; 128,65; 129,25; 132,20; 
137,18; 140,01; 146,61; 147,66; 158,88   
IR [cm–1] 2943, 2883, 2825, 1610, 1596, 1508, 1447, 1387, 1348, 1320, 1245, 1231, 
1170, 1146, 1122, 1023, 996, 933, 861, 814, 789, 765, 738, 694, 524 
ESI-HRMS Izračunano za C26H29O3N2 [M+H]
+: 417,2173 
Izmerjeno: 417,2173 
HPLC tR = 3,637 min; (96,72 % pri 220 nm) 
 
  




4.6.2 Sinteza etil 4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-karboksilata (20) 
Sintezo spojine 20 smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. Za amin pri 
reduktivnem aminiranju smo uporabili etil 1-piperazinkarboksilat (0,52 mL, 1,5 ekv.). 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 30/1). 
IUPAC : Etil 4-(3-(benziloksi)benzil)piperazin-1-karboksilat OZNAKA: 20 
M = 354,45 g/mol 
 
IZGLED : beli kristali 
IZKORISTEK : 86 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 30/1) = 0,25 




δ [ppm]: 1,25 (t, J 7,1 Hz, 3H), 2,37 (t, J = 5,0 Hz, 4H), 3,44 – 3,67 (m, 
6H), 4,12 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 5,06 (s, 2H), 6,86 – 6,91 (m, 2H), 6,97 




δ [ppm]: 14,78; 43,75; 52,83; 61,36; 62,98; 69,97; 113,59; 115,55; 
121,72; 127,57; 128,01; 128,63; 129,35; 137,08; 139,59; 155,58; 
158,90  
IR [cm–1] 2942, 2883, 2825, 1596, 1508, 1445, 1386, 1348, 1320, 1244, 1230, 
1170, 1146, 1122, 1023, 995, 933, 860, 814, 788, 765, 738, 714, 695, 
515  
ESI-HRMS Izračunano za C21H27O3N2 [M+H]
+: 355,2016 
Izmerjeno: 355,2009 
HPLC tR = 3,713 min; (97,21 % pri 220 nm) 
 
  




4.6.3 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)-4-(4-fluorofenil)piperazina (21) 
Sintezo spojine 21 smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. Pri reduktivnem 
aminiranju smo kot amin uporabili 1-(4-fluorofenil)piperazin (98 %; 650 mg, 1,5 ekv.). 
Končni produkt smo očistili na sistemu Isolera (topilo 1: 0,1 % TFA v H2O; topilo 2: 
MeOH). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)-4-(4-fluorofenil)piperazin OZNAKA: 21 
M = 376,48 g/mol 
 
IZGLED : bela oborina 
IZKORISTEK : 8 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 100/1) = 
0,28 




δ [ppm]: 2,57 – 2,59 (m, 4H), 3,08 – 3,10 (m, 4H), 3,53 (s, 2H), 5,06 (s, 
2H), 6,82 – 6,97 (m, 6H), 7,00 – 7,02 (m, 1H), 7,24 (t, J7,8 Hz, 1H), 




δ [ppm]: 50,25; 53,18; 62,98; 70,01 (t, JC,F = 1,9 Hz); 113,59; 115,57 
(d, JC,F = 22,0 Hz); 115,63; 117,84 (d, JC,F = 7,5 Hz); 121,82; 127,62; 
128,03; 128,67; 129,38; 137,15; 139,81; 148,15 (d, JC,F = 2,2 Hz); 
157,18 (d, JC,F38,6 = 2 Hz); 158,95 
IR [cm–1] 2942, 2883, 2825, 1596, 1508, 1445, 1387, 1348, 1320, 1245, 1230, 
1170, 1146, 1122, 1023, 995, 933, 861, 814, 789, 765, 738, 714, 695, 
629, 517, 515 
ESI-HRMS Izračunano za C24H26ON2F [M+H]
+: 377,2024 
Izmerjeno: 377,2018 
HPLC tR = 4,380 min; (98,74 % pri 220 nm) 
 
  




4.6.4 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)piperidina (22) 
Sintezo spojine 22 smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. Kot amin smo 
uporabili piperidin (0,35 mL, 1,5 ekv.). Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo 
(MF: CH2Cl2/MeOH = 50/1). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)piperidin OZNAKA: 22 
M = 281,40 g/mol 
 
IZGLED : oranžno olje 
IZKORISTEK : 95% 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 50/1) = 0,37 




δ [ppm]: 1,38 – 1,44 (m, 2H), 1,53 – 1,59 (m, 4H), 2,32 – 2,38 (m, 4H), 
3,44 (s, 2H), 5,05 (s, 2H), 6,85 (ddd, J1 = 8,1, J2 = 2,6, J3 = 1,0 Hz, 1H), 
6,91 (dt, J1 = 7,5, J2 = 1,2 Hz, 1H), 6.98 (dd, J1 = 2,6, J2 = 1,5 Hz, 1H), 




δ [ppm]: 24,49; 26,10; 54,60; 63,88; 69,99; 113,33; 115,64; 121,91; 
127,65; 127,99; 128,64; 129,16; 137,24; 140,45; 158,84 
IR [cm–1] 2931, 2852, 2791, 2752, 1584, 1485, 1444, 1370, 1342, 1293, 1258, 
1146, 1112, 1081, 1037, 994, 903, 867, 792, 772, 737, 695 
ESI-HRMS Izračunano za C19H24ON [M+H]
+: 282,1852  
Izmerjeno: 282,1847 
HPLC tR = 3,757 min; (99,51 % pri 220 nm) 
 
  




4.6.5 Sinteza 4-(3-(benziloksi)benzil)morfolina (23) 
Sintezo spojine 23 smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. Pri reduktivnem 
aminiranju smo kot amin uporabili morfolin (0,31 mL, 1,5 ekv.). Produkt smo očistili s 
kolonsko kromatografijo tako, da smo kolono pripravili z (MF: CH2Cl2/MeOH = 100/1, 
ločbo pa izvedli z (MF: CH2Cl2/MeOH = 75/1). 
IUPAC : 4-(3-(Benziloksi)benzil)morfolin OZNAKA: 23 
M = 283,37 g/mol 
 
IZGLED : bledo rumeno olje 
IZKORISTEK : 92% 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 100/1) = 
0,12 




δ [ppm]: 2,43 – 2,46 (m, 4H), 3,49 (s, 2H), 3,71 – 3,73 (m, 4H), 5,09 (s, 
2H), 6,90 (ddd, J1 = 8,2, J2 = 2,7, J3 = 1,0 Hz, 1H), 6,94 (dt, J1 = 7,5, J2 
= 1,2 Hz, 1H), 7,02 (dd, J1 = 2,6, J2 = 1,5 Hz, 1H), 7,25 (t, J = 7,8 Hz, 




δ [ppm]: 53,67; 63,39; 67,08; 69,95; 113,57; 115,58; 121,78; 127,56; 
127,98; 128,62; 129,31; 137,11; 139,57; 158,88   
IR [cm–1] 2853, 2804, 1584, 1486, 1451, 1380, 1349, 1331, 1284, 1258, 1154, 
1115, 1070, 1030, 1008, 909, 866, 804, 779, 740, 696 
ESI-HRMS Izračunano za C18H22O2N [M+H]
+: 284,1645 
Izmerjeno: 284,1640 
HPLC tR = 3,300 min; (95,10 % pri 220 nm) 
 
  




4.6.8 Sinteza etil 1-(3-(benziloksi)benzil)piperidin-4-karboksilata (24) 
Sintezo spojine 24 smo izvedli po splošnem sinteznem postopku B. Za reduktivno 
aminiranje smo uporabili etil 4-piperidinkarboksilat (98 %, 0,56 mL, 1,5 ekv.). Produkt 
smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 20/1). 
IUPAC : Etil 1-(3-(benziloksi)benzil)piperidin-4-karboksilat OZNAKA: 24 
M = 353,46 g/mol 
 
IZGLED : oranžno olje 
IZKORISTEK : 96 % 
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 20/1) = 0,24 




δ [ppm]: 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 1,71 – 1,81 (m, 2H), 1,84 – 1,90 (m, 
2H), 2,01 (td, J1 = 11,4, J2 = 2,7 Hz, 2H), 2,28 (tt, J1 = 11,2, J2 = 4,1 
Hz, 1H), 2,85 (dt, J1 = 11,7, J2 = 3,8 Hz, 2H), 3,47 (s, 2H), 4,15 (q, J = 
7,1 Hz, 2H), 5,07 (s, 2H), 6,88 (ddd, J1 = 8,2, J2 = 2,7, J3 = 1,0 Hz, 1H), 
6,91 (dt, J1 = 7,5, J2 = 1,2 Hz, 1H), 7,00 (dd, J1 = 2,6, J2 = 1,5 Hz, 1H), 




δ [ppm]: 14,35; 28,44; 41,34; 53,04; 60,36; 63,23; 69,99; 113,48; 
115,39; 121,68; 127,63; 128,00; 128,65; 129,25; 137,18; 140,32; 
158,90; 175,39  
IR [cm–1] 2805, 2764, 1728, 1609, 1583, 1488, 1450, 1384 1342, 1264, 1159, 
1143, 1048, 1031, 1006, 875, 849, 779, 760, 733, 694 
ESI-HRMS Izračunano za C22H28O3N [M+H]
+: 354,2064 
Izmerjeno: 254,2059 
HPLC tR = 3,973 min; (94,01 % pri 220 nm) 
 
  




4.6.8.1 Sinteza 1-(3-(benziloksi)benzil)piperidin-4-karboksilne kisline (25) 
 
Spojino 24 (343 mg, 0,970 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v mešanici 1,4-dioksana (10 mL) in 
1 M NaOH (5 mL, ~5 ekv). Reakcijo smo pustili mešati čez noč pri sobni temperaturi.  
Pri izolaciji smo najprej pod znižanim tlakom uparili 1,4-dioksan, produktu nato dodali 
H2O (30 mL) in ekstrahirali z CH2Cl2 (3 × 15 mL). Vodno fazo smo z 1 M HCl nakisali do 
pH = 2. Izpadlo bež obarvano oborino smo odnučali in posušili v sušilniku (~24 h, 50 °C). 
Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2/MeOH = 20/1 + 0,3 % ocetne 
kisline). 
IUPAC : 1-(3-(Benziloksi)benzil)piperidin-4-karboksilna kislina OZNAKA: 25 
M = 325,41 g/mol 
IZGLED : bež oborina 
IZKORISTEK : 75 %  
TLC : Rf (CH2Cl2/MeOH = 20/1 + 0,3 % ocetne kisline) = 0,20 




δ [ppm]: 1,72 – 1,81 (m, 2H), 1,87 – 1,92 (m, 2H), 2,15 (tt, J1 = 11,0, J2 
= 3,9 Hz, 1H), 2,26 (t, J = 11,2, 2H), 2,97 (dt, J1 = 11,9, J2 = 3,8 Hz, 
2H), 3,65 (s, 2H), 5,10 (s, 2H), 6,92 – 6,96 (m, 2H), 7,03 (dd, J1 = 2,6, 





δ [ppm]: 29,45; 44,60; 53,92; 63,28; 70,81; 115,57; 117,53; 123,64; 
128,55; 128,83; 129,45; 130,45; 137,92; 138,52; 160,16; 183,11  
IR [cm–1] 3317, 3145, 2942, 2842, 1589, 1544, 1489, 1450, 1405, 1381, 1320, 
1343, 1302, 1245, 1158, 1134, 1014, 992, 862, 798, 778, 743, 698, 645, 
624, 599, 537, 514  
ESI-HRMS Izračunano za C20H24O3N [M+H]
+: 326,1751 
Izmerjeno: 326,1746 




HPLC tR = 3,310 min; (97,51 % pri 220 nm) 
  
5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 Sintezni postopki resinteze spojine zadetka 
Resinteza spojine zadetka je zajemala šest reakcijskih stopenj. Izhajali smo iz komercialno 
dostopnega piperazina s terc-butil karbamatno zaščitno skupino na enem izmed dveh 
dušikov. Pri prvi reakciji smo na nezaščiteno aminsko skupino piperazina pripeli 
hidroksibenzaldehid s postopkom reduktivnega aminiranja. Gre za postopek, ki smo se ga 
tekom eksperimentalnega dela poslužili večkrat. Edina razlika napram kasnejšim izvedbam 
reduktivnega aminiranja je bila izbira topila. V prvem koraku smo namreč uporabili 
acetonitril, pri vseh nadaljnjih reduktivnih aminiranjih pa smo kot topilo uporabili 1,2-
dikloroetan. Izkoristek prve stopnje sinteze je bil dober in povsem primerljiv s kasnejšimi 
izvedbami enakega reakcijskega postopka (ŋ = 88 %). 
Williamsonova sinteza etra: 
Gre za reakcijo nastanka etra iz alkohola in halogenoalkana, ki smo jo uporabili pri sintezi 
spojine 2. Reakcijo, ki poteče med alkoksidom oz. fenolatom in primarnim alkil halidom 
po SN2 mehanizmu nukleofilne substitiucije pospešimo z dodatkom baze. Z dodatkom 
K2CO3 smo odcepili proton iz rahlo kisle fenolne skupine spojine 1 in jo pretvorili v 
kalijev fenolat, ki je dober nukleofil za napad na elektrofilni ogljik benzil bromida (Slika 
10). Reakcijo smo pospešili s segrevanjem (85 °C) in jo izvajali v acetonitrilu, saj polarna 
aprotična topila (acetonitril, aceton, DMSO, DMF) preprečujejo nastanek stranskih 
produktov po SN1 mehanizmu, hkrati pa omogočajo večjo reaktivnost nukleofila (35).  
 
SLIKA (10): Prikaz poteka reakcije nastanka etra pri sintezi spojine 2. 
 




Odščita Boc zaščitne skupine: 
Pred pripenjanjem difenilmetanskega fragmenta na Boc zaščiten piperazinski dušik, smo 
morali le tega odščitit. Odstranitv terc-butil karbamatne zaščite dosežemo z acidolizo za 
kar potrebujemo močne kisline (36). Odščito smo izvedli z dodatkom prebitka (10 
molarnih ekvivalentov) koncentrirane HCl v brezvodnem EtOH. Zmes smo 2 uri mešali pri 
temperaturi refluksa. Potek reakcije smo preverili s TLC-jem, kjer nastali produkt v obliki 
soli s klorovodikovo kislino kljub polarni mobilni fazi (CH2Cl2/MeOH = 9/1) ni potoval po 
TLC-ju zaradi močnih interakcij s polarno stacionarno fazo (silikagel). Po ekstrakciji smo 
produkt sušili čez noč v eksikatorju nad zdrobljenim NaOH. Zaostalega HCl v produktu 
smo se med ekstrakcijo znebili z dodajanjem nasičene raztopine NaHCO3 in spiranjem z 
diklorometanom. Po odstranitvi topila in vnovičnem sušenju smo dobili belo oborino (ŋ = 
76%). 
Priprava alkil halida: 
Pretvorbe benzofenona do alkil halidnega derivata potrebnega za pripenjanje difenilmetana 
na dušik piperazina, smo se lotili v dveh korakih. Komercialno dostopen benzofenon smo 
najprej reducirali do difenilmetanola (4) z uporabo NaBH4, ki je močnejši reducent kot 
Na(AcO)3BH, katerega smo uporabljali za reakcije reduktivnega aminiranja. 
Za potrebe N-alkiliranja smo morali spojino 4 pretvoriti iz alkohola v alkil halid. 
Hidroksilni anion (OH–) je močna baza in kot tak je slaba izstopajoča skupina. Zaradi 
elektron akceptorskih lastnosti klora je polariziran alkil halid dosti boljša tarča za 
nukleofilni napad piperazinskega dušika. Za pripravo spojine 5 (alik halid) smo v 
diklorometanu raztopljeni spojini 4 (alkohol) med mešanjem na ledeni kopeli počasi dodali 
5 ekvivalentov tionil klorida. Po reakciji smo se topila in prebitnega reagenta znebili z 
azetropno destilacijo s toluenom (37, 38).  
  




5.1.2 N-Alkiliranje piperazina 
Pripenjanja različnih skupin na piperazinski obroč smo se lotili s postopkom N-alkiliranja. 
Pri tem so različni alkil halidi reagirali s sekundarnim dušikom piperazina spojine 3, ki je v 
vseh reakcijah predstavljala amin. Kalijev karbonat je deloval kot baza, ki je nevtraliziral 
pri reakciji nastalo kislino (HBr oz. HI pri sintezi spojine 10).  
Reakcijo smo vselej nastavili na ledeni kopeli, tako da smo v ohlajeno raztopino amina in 
prebitne baze postopoma po kapljicah dodajali alikl halid. Vse reakcije so potekale čez noč 
(~23 h) pri sobni temperaturi. Potek reakcij smo spremljali s pomočjo tankoplastne 
kromatografije. Na TLC-ju so produkti značilno potovali višje od izhodne spojine in se pri 
orositvi z ninhidrinom barvali šele po segrevanju, za razliko od izhodne spojine 3, ki se je 
obarvala takoj po nanosu orositvenega reagenta. V sklopu reakcij alkiliranja smo izvedli še 
dve N-acilaciji. Pri reakciji za pripravo spojine 16, smo kot bazo uporabili trietilamin, pri 
sintezi spojine 15 pa je tako vlogo baze kot tudi topila opravil piridin. Podobno kot N-
alkiliranje tudi N-aciliranje poteče po mehanizmu nukleofilne substitucije (39). 
5.1.3 Reduktivno aminiranje 
Reduktivno aminiranje je metoda za pripravo aminov, kjer spojine s karbonilno skupino 
reagirajo s primarnim/sekundarnim aminom v prisotnosti selektivnega reducenta (Slika 
11). Reakcija poteče preko nastanka iminskega intermediata, ki se nato v prisotnosti 
reducenta reducira do željenega amina.  
 
SLIKA (11): Mehanizem splošnega sinteznega postopka reduktivnega aminiranja. 
  




Za potek reakcije je potrebna prisotnost reducenta, katerega izbor je ključen za uspešnost 
reakcije. Za redukcije lahko uporabljamo hidridne reducente. Med najbolj pogosto 
uporabljene reducente te skupine sodi NaCNBH3 zaradi dobre stabilnosti v relativno 
močno kislih raztopinah (pH = 3), topnosti v pogosto uporabljenih topilih in predvsem 
zaradi izjemne selektivnosti v različnih pH območjih. Glavna slabost NaCNBH3 je njegova 
visoka toksičnost, kot tudi možnost kontaminacije produkta s cianidom. Pogosto 
uporabljeno alternativo predstavlja NaBH4, ki pa je za številne reakcije preveč reaktiven. 
Za izvedbo naših reakcij smo izbrali natrijev triacetoksiborhidrid (Na(AcO)3BH), ki je 
blažji reducent kot NaBH4. To je pomembno, saj želimo zagotoviti selektivno redukcijo 
imina brez predhodne redukcije izhodnega aldehida. Za selektivnost in šibkejši redukcijski 
potencial so odgovorne tri acetoksi skupine, ki preko svojih steričnih in elektron-privlačnih 
učinkov stabilizirajo vez med vodikom in borom ter tako omilijo reaktivnost reducenta (40, 
41). 
Tako amin (1,5 ekv.) kot reducent (3,0 ekv.) smo dodali v prebitku glede na izhodni 
aldehid. Za pospešitev reakcije smo v reakcijsko zmes dodali tudi 1,5 ekvivalenta ocetne 
kisline, ki je služila kot katalizator reakcije. Kot topilo pri vseh reakcijah smo uporabili 
1,2-dikloroetan. Izkoristki reakcij reduktivnega aminiranja so večinoma bili visoki (86–96 
%). Izjema sta spojini 19 (58 %) in 21 (8 %). Obema reakcijama je skupno, da je na para 
dušik piperazina pripeta sterično velika fenilna oziroma benzilna skupina, ki sta najbrž 
odgovorni za slabši potek reakcij zaradi vpliva na stabilizacijo iminskega intermediata. Pri 
spojini 21 smo imeli tudi precej težav s čiščenjem, saj glede na TLC-je nobena 
kombinacija topil za normalnofazno kolonsko kromatografijo ni dajala primerne separacije 
nečistot od produkta. Po neuspešni normalnofazni kromatografiji (MF: CH2Cl2/aceton = 
98/2), smo produkt očistili na reverznofazni koloni C18 s sistemom Biotage Isolera (MF: 
0,1 % TFA v H2O in MeOH).  
  




5.1.4 Alkalna hidroliza estra 
Spojini 17 in 25 smo dobili s pomočjo alkalne hidrolize etilnega oziroma acetatnega estra  
spojin 16 in 24 (Slika 12). Pri spojini 16 smo se hidrolize estra lotili z uporabo K2CO3 v 
mešanici metanola in vode. Etilni ester spojine 24 je obstojen v območju pH = 1–10 in je 
zahteval bolj bazične pogoje v primerjavi z acetatnim estrom, ki je obstojen le pri pH = 4–
8 (36, 42). V tem primeru smo se hidrolize lotili v zmesi 1,4-dioksana in 1 M NaOH. Ker 
smo pri tem postopku po hidrolizi dobili natrijevo sol kisline, smo morali po odstranitvi 
organskega topila vodno raztopino nakisati z 1 M HCl do pH ~2, da smo dobili produkt v 
obliki proste kisline. Izkoristka obeh reakcij sta bila precej podobna (ŋ18= 78 %; ŋ25= 75 
%). 
 
SLIKA (12): Reakcijski mehanizem alkalnih hidroliz estrov. 
 
  




5.2 REZULTATI IN KOMENTAR BIOLOŠKEGA VREDNOTENJA 
Vsem sintetiziranim končnim spojinam smo z biokemijskim testom določili zaviralno 
aktivnost tako na hMAO-B kot tudi na hMAO-A. Z izvedbo testiranja na obeh izoformah 
encima smo pridobili pomembno informacijo o selektivnosti pripravljenih spojin. Poleg 
resintetizirane spojine zadetka smo testirali še 16 končnih spojin. Vsem spojinam smo 
določili rezidualno aktivnost encima (RA) pri 100 µM koncentraciji zaviralca. Rezultati, ki 
smo jih podali v procentih, nam povedo razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti in 
odsotnosti zaviralca. Manjša kot je vrednost RA, močnejši zaviralec encima je spojina. 
Spojinam, kjer je bila pri 100 µM koncentraciji zaviralca RA nižja od 50 %, smo izvedli 
meritve še pri šestih različnih koncentracijah. Na osnovi teh rezultatov smo spojinam lahko 
izračunali še vrednost IC50, ki nam pove koncentracijo zaviralca potrebno za 50 % 
zaviranje encima. Močnejši zaviralci imajo nižje vrednosti IC50, saj je za zaviranje encima 
potrebna manjša koncentracija le-tega. Rezultati biološkega testiranja so zbrani v 
Preglednici ІV na naslednji strani.  
  




Preglednica (ІV): Rezultati biokemijskega testiranja sintetiziranih spojin. Rezultati RA (%) so 
podani v poševnem tisku. Kjer smo določali vrednosti IC50, so le-te označene s krepkim tiskom 
[enota: µM]. 
SPOJINA STRUKTURA SPOJINE 
hMAO-A 
IC50 [µM] ali 
RA [%] pri 100 µM 
hMAO-B 
IC50 [µM] ali 
RA [%] pri 100 µM 
3 
 
92,9 ±1,3% 43,1 ±6,2 µM 
6 
 
112,1 ±3,0% 91,0 ±4,2% 
10 
 
36,2 ±5,5 µM 47,1 ±15,3 µM 
11 
 
71,1 ±1,2% 71,7 ±18,1 µM 
12 
 
78,6 ±4,6% 66,0 ±11,0 µM 
13 
 
94,4 ±11,6% 59,4 ±6,6 µM 
14 
 
86,8 ±6,3% 55,8 ±11,2 µM 
15 
 
71,5 ±0,7% 19,6 ±2,7 µM 
16 
 
70,0 ±3,3% 19,3 ±4,9 µM 
17 
 
78,7 ±4,3% 29,3 ±6,2 µM 






90,0 ±0,4% 53,7 ±2,3% 
20 
 
82,5 ±1,5% 61,0 ±0,9% 
21 
 
92,9 ±0,3% 81,0 ±0,5% 
22 
 
66,4 ±0,3% 38,2 ±7,6 µM 
23 
 
88,5 ±1,3% 26,1 ±3,4 µM 
24 
 








Sintetizirali in ovrednotili smo 17 različnih spojin. Pri enajstih smo lahko izračunali IC50 
vrednost za zaviranje hMAO-B, saj so pri 100 µM dovolj učinkovito zavirale encim (za 
vsaj 50 %). Zgolj za spojino 10 smo IC50 izračunali tudi za zaviranje hMAO-A. Gre hkrati 
za edino spojino, ki je hMAO-A zavirala močneje kot hMAO-B. Vse ostale spojine so 
izkazale selektivno delovanje na hMAO-B, ki ga najverjetneje lahko pripišemo 3-
(benziloksi)benzilnemu fragmentu, katerega pri raziskovanju odnosa med strukturo in 
delovanjem nismo spreminjali. V tem kontekstu je nekoliko presenetljivo nespecifično 
delovanje spojine 10, ki ne izkazuje nobenih markantnih sprememb, katerim bi lahko 
pripisali spremembo selektivnosti.  
  




Po resintezi spojina zadetek 6 v biološkem testiranju ni več izkazovala aktivnosti na 
hMAO-B, kot jo je komercialno dostopna spojina (IC50 = 34,8 µM). Ker je s HPLC 
izmerjena čistost naše sintetizirane spojine (6) višja (96,04 %), kot pri kupljeni spojini (77 
%), lahko domnevamo, da je bila za učinek kupljene spojine odgovorna katera od nečistot. 
To domnevo podkrepi dejstvo, da smo spojini 3, ki je predstopnja spojine 6, izmerili 
zaviralno aktivnost na hMAO-B, katera je hkrati precej podobna izmerjeni aktivnosti 
kupljene spojine. Kljub temu, da izhodna spojina ni aktivna, se je zatorej odločitev o 
pripravi strukturnih analogov izkazala kot utemeljena.  
Čeprav je kar 11 spojin zaviralo hMAO-B, ni nobena od vrednosti IC50 v željenem 
nanomolarnem območju. Nadalje so vse vrednosti IC50 v relativno ozkem območju (19,3–
71,7 µM), kar nakazuje majhen vpliv modifikacij, ki smo jih vnesli v strukturo kot 
zamenjavo za difenilmetan spojine zadetka 6. Skladno s tem je precej težko ugotoviti 
korelacije in vplive posameznih modifikacij na zaviralno aktivnost. Tako smo kljub temu, 
da so v splošnem boljše rezultate dosegale spojine z manjšimi fragmenti pripetimi na 
piperazinski obroč (acetil, metil, etil), najmočnejšo zaviralno aktivnost določili za spojino 
16, ki ima na tem mestu relativno dolgo 2-acetoksiacetilno verigo. Prav tako smo dober 
rezultat dobili na primer pri spojini 13 z voluminozno benzilno skupino.  
Zanimiva je tudi ugotovitev, da nobena od spojin, ki smo jim pripeli karboksilno skupino, 
ni kazala zaviralne aktivnosti (spojine 20, 24, 25). Ravno nasprotno pa so se spojine s 
pripetim acilnim fragmentom izkazale kot najboljši zaviralci (15–17). 
Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da odsotnost dušika na para mestu piperazina nima 
večjega vpliva na zaviralno aktivnost. Skoraj identične rezultate smo namreč dobili pri 
analognih parih spojin 20 in 24, ter 3 in 22. Še več, tudi bioizosterna zamenjava piperazina 
z morfolinom (spojina 23) ni prinesla predvidenega upada aktivnosti, temveč je v 
primerjavi z piperazinskim in piperidinskim derivatom imela spojina 23 celo najboljšo 
zaviralno aktivnost (IC50 = 26,1 ±3,4 µM). Slednje bi lahko nakazovalo, da je to mesto 
encima sposobno akomodirati različne tipe interakcij in za uspešno vezavo na tem mestu 
zaviralca bazičen center ni nujno potreben.  
  





V prvem delu magistrske naloge smo uspešno resintetizirali spojino zadetek 6, ki je v 
predhodnem testiranju opravljenem na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani izkazovala 
zaviralno aktivnost na izoliranem hMAO-B. Ponovne sinteze smo se lotili zaradi slabe 
čistosti komercialno pridobljene spojine. Ugotovili smo, da po vnovični sintezi spojina 6 ni 
več izkazovala zaviralne aktivnosti na hMAO-B ter zaključili, da je le-ta bila posledica v 
vzorcu prisotnih nečistot. Z vidika dejstva, da je predstopnja spojine zadetka (spojina 3) 
zavirala hMAO-B pod identičnimi pogoji biokemijskega testiranja, smo se upravičeno 
lotili sinteze analogov spojine zadetka.  
V okviru eksperimentalnega dela naloge smo uspešno sintetizirali, izolirali in z encimskimi 
testi ovrednotili 16 dodatnih analogov. Veliko večino spojin smo sintetizirali bodisi z 
metodo N-aciliranja/alkiliranja ali reduktivnega aminiranja. Pri obeh sintezah smo izhajali 
iz pripravljenih spojin 3 in 18, nadaljnji sintezni postopek pa je zajemal zgolj eno stopnjo, 
kjer smo na pripravljena sintona pripenjali različne alkilne ali acilne verige. Kratka 
sintezna pot je zato večinoma omogočala zelo dobre izkoristke. Metoda reduktivnega 
aminiranja se je v večini primerov (razen za uvedbo sterično velikih substituentov) 
izkazala kot bolj učinkovita v primerjavi z N-alkiliranjem, saj je večina izkoristkov 
presegala 90 %, hkrati pa nam je ta pristop omogočal enostavno pripravo strukturno 
raznolikih derivatov.  
Vsem pripravljenim spojinam smo določili RA pri koncentraciji 100 µM, enajstim 
najmočnejšim zaviralcem pa tudi vrednost IC50. V splošnem smo lahko ugotovili, da so 
naše spojine močneje zavirale hMAO-B kot hMAO-A (izjema zgolj spojina 10). Jakost 
zaviranja vseh enajstih zaviralcev je bila v približno enakem območju (19,3–71,7 µM). 
Pomembna ugotovitev priprave analogov je, da za delovanje spojin ni potreben 
piperazinski obroč, saj sta se kot močna zaviralca izkazali tudi spojini 22 in 23, kjer smo 
piperazin zamenjali s piperidinom in morfolinom. Glede na relativno majhen vpliv 
modifikacij lahko ugotovimo, da je za selektivno delovanje pomemben predvsem 
konstanten benziloksibenzenski fragment. 
Čeprav nobena od njih ni dosegala zaviralnega učinka v ciljanem nanomolarnem območju, 
lahko sintetizirane spojine služijo kot dobro izhodišče za nadaljnjo optimizacijo in 
raziskovanje novih selektivnih zaviralcev hMAO-B. 
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